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Der Purinquotient von Ringelnatterembryonen*. 
Von 
R. Zinkernagel. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen und dem Zoologischen Institut 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 11, Mai 1939.) 


Seit Ernst Miescher die Purine als Bestandteil der Zellkernsubstanz 
erkannt hat, sind diese Stoffe von verschiedenen Gesichtspunkten aus 
untersucht worden. So sind Wiener (1902), Schuler (1935), Edlbacher 
(1936) u. a. in ihren Untersuchungen der Frage der Purinbildung nach- 
gegangen. Es lag auch nahe, den Purinstoffwechsel der Zelle mit der 


Harnsaiureexkretion in Zusammenhang zu bringen. So ist die Purin- 
synthese als Aufbauvorgang beim Wachstum und als Abbauprodukt 
beim ExkretionsprozeB erforscht worden. 

Durch die quantitative Erfassung der Purine lassen sich auch 
Schliisse auf die Quantitat der Kernsubstanz ziehen. Solche Be- 
stimmungen erméglichen von chemischer Seite aus an die Kernplasma- 
relation (— K. P. R.) heranzutreten. Der von Richard Hertwig (1903) 
zuerst gediuBerte Gedanke eines gesetzmaBigen Verhaltnisses von 
Kern- zu Plasmamasse der tierischen Zelle wurde von Godlewski (1921) 
und seiner Schule einer ganzen Reihe von Untersuchungen zugrunde 
gelegt. Die hier in histologisch-quantitativem Sinne, d.h. beziiglich 
ihrer Dimensionen aufgefaBte Relation wurde spaiter von Jakoby (1925) 
dahin ausgewertet, daB auf Grund Heidenhains Protomerentheorie nur 
noch die KerngréBe gemessen und daraus auf die Plasmamenge ge- 
schlossen wurde. Spéiter haben sich noch andere (Clara 1933, Voss 
1928, Wermel und Mitarbeiter 1932) dieser Methode bedient. Welche 
Fehlerquellen durch Fixation und Messung die morphologischen Unter- 
suchungsmethoden der K.P. R. in sich bergen, hat in jiingster Zeit 
Richard Meyer (1936) nachgewiesen. 

yestiitzt auf die Untersuchungen von Ernst Miescher hatte Albert 
Kossel (1882) mit chemischen Methoden Anderungen der Kernmasse 
eines Gewebes quantitativ zu erfassen versucht. Von diesen Versuchen 
ausgehend fiihrten Le Breton und Schaeffer (1923) den Begriff der 
chemischen K. P. R. ein. 

Wahrend die rein quantitative histologische K. P. R. die dimen- 
sionalen Verhiltnisse der Zelle beriicksichtigt, stiitzt sich die chemische 


* Teildruck einer Dissertation der Philosophisch-naturwissenschaft- 
lichen Fakultaét der Universitit Basel. 
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K.P. R. mehr auf die Kenntnisse von den EiweiB-, Pyrimidin- yd 
Purinkomponenten der Zelle. Bei der chemischen Untersuchung (de; 
K.P. R. glaubt man durch Bestimmung solcher Komponenten in Ker) 
und Plasma eine Unterscheidung der Gewebefeinheiten, die jenseits 


des morphologisch Sichtbaren liegen, erreicht zu haben; und zwar i) 
dem Sinne, als nach der jetzigen Auffassung die stofflichen Vorganye 
die sich als Lebensprozesse manifestieren, in hervorragendem Mave 
an eiweiB- und andere  stickstoffhaltige Kérper gebunden sind wnd 
die zunaichst in chemischem Sinne Struktur sind und erst in zweiter 
Linie als morphologische Struktur in Erscheinung treten. 

Die chemische K. P. R. nach Le Breton und Schaeffer stiitzt sich 
auf den Stickstoffanteil der Fraktionen und laBt sich in der Beziehung 


Purinstickstoff - 100 
Totalstickstoff Purinstickstoff 


ausdriicken. Es leuchtet ein, daB dieser Quotient nicht das Verhaltnis 
des Kernstickstoffs zum Plasmastickstoff exakt angibt, da der Kern 
auBer den Purinen noch andere Stickstoffkomponenten enthalt. Daher 
haben v. Euler und Schmidt (1934) und anschlieBend Hdlbacher und 
Jucker (1936) den Purinstickstoff auf den Gesamtstickstoff bezogen 
was eine weitere kleine Abweichung von dem eigentlichen Stickstoff- 
verhaltnis von Kern zu Plasma bedeutet. Die abgeanderte Beziehung 
lautet nun: 
Purinstickstoff - 100 
Gesamtstickstoff 


d.h. der Purinstickstoff wird in Prozenten des Gesamtstickstoffs aus- 
gedriickt. Diese Zahl wird als Purinquotient bezeichnet. 

Es ist schon betont worden, daB der Kern auBer Purinen noch 
Pyrimidin und EiweiBkérper als stickstoffhaltige Substanzen enthalt. 
Der SchluB auf die K. P. R. kann aber insofern gezogen werden, als 
anzunehmen ist, daB in dieser Relation das Verhaltnis von Kern zu 
Plasma indirekt umschrieben sei. Auch auBerhalb der Kerne k6énnen in 
ganz geringem Mae Purine auftreten, z. B. im Muskel. Die Theorie. 
daB die Purine fiir den Kern charakteristisch sind, ist weitgehend 
gestiitzt. So hat in letzter Zeit Koller (1936) mit der Methode von 
Gerhard Schmidt bewiesen, daB in kernlosen Erythrocyten von Mensch 
und Rind praktisch keine Purine gefunden werden. Dagegen zeigten 
die kernhaltigen Vogelerythrocyten (Huhn) einen betrachtlichen Purin- 
gehalt (etwa 31/,°, Purinstickstoff). Mit gré8ter Wahrscheinlichkeit 
darf also angenommen werden, daB eine Anderung des Purinstickstoff- 
gehalts nicht nur eine Anderung der Purinmenge, sondern auch eine 
gleichsinnige Anderung der Kernmasse iiberhaupt bedeutet. 
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Im Zusammenhang mit der anderen Problemstellung, der Frage 
nach der Purinsynthese im embryonalen Organismus, zu deren Er- 
érterung diese Arbeit ebenfalls einen Beitrag zu leisten versucht, sei 
noch kurz auf eine Theorie Needhams hingewiesen. Needham weist in 
der Chemical Embryology (1932), Section 9, 15, darauf hin, da Embry- 
onen, die sich auf dem Lande entwickeln bzw. cleidoische Kier bilden, 
ihre Stickstoffexkrete hauptsiachlich in Form von Harnsaure ausscheiden, 
Dieses Faktum wird als eine der Organisationsbedingungen fiir die 
Existenzméglichkeit des cleidoischen Eies angefiihrt. Es sei, fiihrt 
Needham 8. 1159 aus, interessant festzustellen, daB bei den Tieren, die 
Harnsdure als Endprodukt des Stickstoffwechsels bereiten, im Em- 
brvonalleben eine bemerkenswerte Purinsynthese festgestellt wird, wo 
aber Ammoniak und Harnstoff die Endprodukte des EiweiBstoffwechsels 
darstellen, sei das Ei mit geniigender oder fast gentigender Menge von 
Purinen vom miitterlichen Organismus her ausgeriistet. 

Needhams Theorie ist deshalb hervorzuheben, weil sie den Zu- 
sammenhang zwischen Purinstoffwechsel und Exkretion von der 
phylogenetischen Betrachtungsweise her zu erfassen sucht. Diese 
Theorie wird von verschiedener Seite gestiitzt. Aus der Schule von 
Tomita (1935) liegen Untersuchungen an Hiihnereiern vor, die zeigen, 
daB beim Vogel eine vollstaéndige Purinsynthese wahrend der Em- 
bryonalperiode stattfindet. Andererseits wissen wir durch J. Needham 
und D. Needham (1930), daB den reifen Eiern von wirbellosen und von 
Wirbeltieren mit aquatiler Embryonalzeit merkliche Purinmengen, bis 
zu 100°, der fiir die Embryonalperiode nétigen Menge, vom miitter- 
lichen Organismus mitgegeben werden. 

Die vorliegende Arbeit mag insofern als Beitrag zur Diskussion 
der Theorie Needhams gewertet werden, als in einer experimentellen 
Untersuchung, auber der Bestimmung des Purinquotienten, nachzu- 
weisen versucht wird, da} waihrend der Embryonalperiode der Ringel- 
natter (Natrix natrix) eine Purinsynthese stattfindet. 


Material. 


Die Untersuchung wurde an Eiern von Natrix natrix durechgefiihrt. 
Es kamen Fier der dalmatinischen und mitteleuropaischen Rasse zur Ver- 
wendung. Da die beiden Rassen nur unbedeutende Merkmalsunterschiede 
aufweisen, wurden ihre Hier fiir die zu untersuchenden Punkte als gleich- 
wertig betrachtet. 

Die Gelege von 5 bis 12 Eiern wurden méglichst gleich nach der Ablage 
unter kontrollierte Verhaltnisse gebracht. Die frischen Gelege kamen in 
einen Thermostaten und wurden bei 30°C ausgebriitet. Das Schliipfen 
erfolgte bei dieser Temperatur genau nach 30 Tagen. Diese 30 Tage um- 
fassen nicht die ganze Embryonalperiode der Ringelnatter, da sich die Kier 
im Ovidukt bereits zu entwickeln beginnen. Diese Tatsache wird von 









































324 R. Zinkernagel : 


A. Portmann (1935) hervorgehoben und die Embryonalzeit im Ovidukt ; 
etwa 12 Tage angegeben. 

Die individuellen Gewichtsunterschiede der Ringelnattereier sind 
dem hier untersuchten Material sehr groB. Sie sind nicht nur durch 
schiedenen Wassergehalt, sondern auch durch verschiedenes Trocke: 
gewicht bedingt. 


Innerhalb der 30 kontrollierbaren Tage wurden der 4., 16. und 24. Tag 
zur Purinbestimmung ausgesucht. Dabei wird der Tag, an dem das Ei i: 
den Thermostaten verbracht wurde, als erster Tag gezaihlt. Im gewiinschten 
Entwicklungsstadium wurden die Eier in Athylalkohol konserviert und it 
diesem Zustand verarbeitet. 


Methodisches. 


Zur Bestimmung der Purine in den Geweben wurde das Verfahren 
von Gerhard Schmidt (1932 und 1933) angewandt, das v. Euler und Schmidt 
zur Bestimmung des Puringehalts der Organe wachsender Ratten benutzt 
hatten und das von Edlbacher und Jucker (1936) modifiziert worden wai 
Zur Kontrolle wurden einige Vorversuche an Rattenleber und -niere voraus 
geschickt. Fiir die definitiven Versuche am Ringelnatterei konnte die 
Methode ohne wesentliche Abinderung so angewandt werden, wie sie bei 
Edlbacher und Jucker (1. ce.) zu finden ist. 

Das Material lieB sich fiir die Analyse so vorbereiten, da8 durch einen 
Scherenschnitt das alkoholkonservierte Ei aufgeschlitzt und der Dotter 
mit Embryo und Schalenhaut herausgehoben wurde. Dotter und Dotter- 
sack kamen vom Embryo getrennt zur Untersuchung; Schale, Schalenhaut, 
Amnion und Allantois wurden verworfén. Die Vorarbeiten fiir den Analysen- 
gang wurden damit beendet, daB der Dotter bzw. das Embryogewebe auf 
einer Glasplatte mit der Schere fein zerkleinert und etwa 1 g der Substanz 
in einen kleinen Rundkolben abgewogen wurden. Dann konnte die Hydrolyse 
angesetzt werden, wie sie a. a. O. genau beschrieben ist. Die Analyse soll 
hier nicht wiederholt werden. 


Versuche am Ringelnatterei. 

Fiir jedes der drei Entwicklungsstadien wurden acht Bestimmungen 
durchgefiihrt und die erhaltenen Durchschnittswerte in einer Tabelle 
zusammengefaBt (Tabelle 1). Da die in absoluten Werten ausgedriickten 
Gewichte die Verhaltnisse der Stickstoffverteilung weniger deutlich er- 
kennen lassen, wurden die relativen Zahlenwerte fiir die einzelnen 
Stadien zusammengestellt. 


Tabelle |. Dotter. 





Gewicht Absolute Absolute Absolute 


= pat N-Menge Rena : Purin-N Purin-N 

Stadium Detter ses tition in 9/9 des oven Menge in °/9 des in °/o des 

ing an ani Gewichts in ine in mg tewichts Gesamt-N 
4.Tag 2,695 75,8 2,81 4,71 0,375 0,014 0,5 
16. ,, (8,019)  (273,7) 3,5 (1,659) 0,019 0,57 
1,467 74,8 5,13 4,67 0,338 0,023 0,45 
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Embryo. 





Gewicht | Absolute Absolute Absolute Pu- 


pro | N-Menge | N-Menge | ‘hiweiB- |rin-N-Menge ,Purin-N = Purin-N 

Stadium . ; - ‘ in °/) des . in des in °/,) des 

Embryo pro Embryo Goawichts menge pro Embryo Gowichts  Gesamt-N 

in mg in mg “ , in mg in mg o" : ae 
1. Tag 83 1,521 1,76 9,1 0,0593 0,070 3,94 
16... 4» 633 8,72 1,41 52,0 0,443 0,074 5,06 
a 1660 13,83 1,93 199 0,995 0,060 3,12 


Der Gesamtstickstoff des Embryos nimmt bis zum 16. Tage zu, 
der relative Stickstoffanteil ab: hierzu ist zu bemerken, daB die pro- 
zentuale Abnahme des Stickstoffs im Embryo nicht der Ausdruck 
einer wirklichen Stickstoffabnahme ist, sondern auftritt, weil in der 
zweiten Entwicklungshalfte des Embryos die fettartigen Stoffe in 
steigendem Mae im Dotter verschwinden und im Embryo auftreten, 
was zahlenmaBig belegt werden kann. Das Verhaltnis von Purin- 
stickstoff zu Gesamtgewicht bleibt aber wahrend der Zeit dasselbe. 
Das bedeutet eine verhaltnismaBig starke Anreicherung des Embryonal- 
gewebes an Purinen. Daf diese Anreicherung auftritt, zeigt sich im 
Purinquotienten, der von 4 auf 5 steigt. Diese Veranderung kiindigt 
eine starke Differenzierung der Gewebe an. Der zunehmende Purin- 
quotient weist auf eine stoffliche Verainderung, auf eine gewebliche 
Mannigfaltigkeit hin, und laBt sich als ein Ausdruck gesteigerter Differen- 
zierung auffassen. Diese Deutung bleibt allerdings Vermutung, solange 
nicht die Entwicklungsstufen unter den gleichen Bedingungen histo- 
logisch untersucht sind. 

Der Purinquotient fallt wahrend der weiteren Entwicklung (bis 
24. Tag) sehr stark, obwohl der absolute Purinwert steigt. Danach 
findet wahrend dieser Zeit eine relative Plasmavermehrung  statt. 
Le Breton und Schaeffer (1923), Edlbacher und Jucker (1936) konnten 
an anderem Material nachweisen, dab die chemische K. P. R. sich im 
Laufe des Wachstums zugunsten des Plasmas verschiebt. Auch morpho- 
logische Untersuchungen kommen zu dem SchluB, dab die K. P. R. 
sich im Laufe der Ontogenese im gleichen Sinne verandert. 

Le Breton und Schaeffer (1923) leiten aus Beobachtungen an Maus 
und Schwein die Theorie ab, dai das Gefalle des Purinquotienten sich 
wie die Wachstumsintensitat des Embryos verhalt, daf} also sehr grobes 
Gefalle sehr groBe Wachstumsintensitat bedeutet. Tragt man die fiir 
die Ringelnatterembryonen gefundenen Purinquotienten als Funktion 
der Zeit auf, so erhalt man eine zur x-Achse konvex verlaufende 
Kurve. Wird die Kurve nach der obigen Theorie interpretiert, so 
bedeutet sie, daB erst nach dem 10. Tage eine wesentliche Wachstums- 
steigerung auftritt, und daB die prozentuale tagliche Gewichtszunahme 
vom 4. Tage iiber den 16. Tag zu einem gewissen Minimum hin ab- 
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nimmt und erst vor dem 24. Tage wieder steigt. Das laBt sich au 
an Hand von Wachstumskurven verfolgen. Ob dieser Zusammenhat 
kausal bedingt ist, oder hier sich als zufalliges Zusammentreffen auber 
kann nicht entschieden werden. 


Tragt man die absoluten Purinwerte der Embryonen als Funktio: 
der Zeit auf, so liegen die Punkte in einer Geraden, d.h. im Embryo 
findet eine stete Zunahme der Purine statt. Ob aber eine tatsachlich 
Vermehrung der Purine im Gesamtei eintritt, kann die Bestimmung 
der Stickstoffverteilung sowie die der absoluten Purinmengen im Gi 
samtel zeigen. 

Die Stickstoffverteilung im Ei ist nur iibersichtlich, wenn dic 
relativen Werte verglichen werden. Es ist so verfahren worden, dal} 
der Gesamtstickstoff des Systems, d. i. hier Dotter plus Dottersack plus 
Embryo 100°, gesetzt wird. Die Stoffanteile des Komponenten 
werden dazu in Relation gesetzt (Tabelle II). 


Tabelle II. 





4 tagiges Ei 16 tigiges Ei 24 tigiges Ei 


1. Gesamtstickstoff von Dotter und Em- 


EE es sce on wa news anelew ered vt 100 100 100 
2. Stickstoff des Dotters in % des Ge- 

GRE ots Gon san a dhe antes cece 98 88,8 70,2 
3. Purinstickstoff des Dotters in °, des 

RSOMRIREGIN Fut. sa cerisie cehiclh age ouieaed 0,485 0,53 0,31 
1. EiweiBstickstoff des Dotters in °%% des 

NGI ae iiss ic Hs Hoi eof pianls a 97,5 88,3 69,7 
5. Stickstoff des Embryos in % des Ge- 

EE EERE IEEE RSS TR, eon, AOU 1,97 11,2 29,8 
6. Purinstickstoff des Embryos in % des 

a, eee tery rice renner aa ae eA 0,078 0,57 0,94 
7. EiweiBstickstoff des Embryos in °% des 

CHNRERGEIN SSE ee ee Arted s 1,89 10,6 28,9 
8. Purinstickstoff von Dotter und Embryo 

in) 9, hee OGRE 0.65 Gsfee ss5abs a 0,56 1,1 1,25 


Bei diesem Vorgehen nimmt die Stickstoffmenge des Dotters in 
dem Mabe ab, wie die Gesamtstickstoffmenge des Embryos zunimmt. 
Das ist in Wirklichkeit nicht ganz der Fall. Der Stickstoffanteil im 
Embryo ist etwas kleiner, da ein Teil des Dottereiweibes als Energie- 
quelle dient und verbrannt wird. Der Stickstoff dieses Teiles ware in 
der Allantoisfliissigkeit zu finden. Dieser Stickstoffteil ist nicht be- 
stimmt worden. 
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Die Purinstickstoffmenge des Embryonalgewebes zeigt eine absolute 

Vermehrung im Laufe der Entwicklung. Im Gesamtei nimmt die 
absolute Purinstickstoffmenge folgendermaBen zu: 


vb) | A alee ed pean oes 2 a 0,434 mg pro Embryo 
Ries ev tt ho kta cee ee eres OBESE ic! se 9 
Mise ig onlay Akinci ate eta er 1,333 


Damit ist bewiesen, dali im Ringelnatterei eine Purinsynthese 
stattfindet. Da die Vermehrung nicht im Dotter zu finden ist, sondern 
im Embryo, ist anzunehmen, dab die Purine auch im Embryonalgewebe 
synthetisiert werden. 

Zusammenfassung. 

Durch Bestimmung des Purinstickstoffs und dessen Verhaltnis 
zum Gesamtstickstoff nach der Methode von Gerhard Schmidt in drei 
verschiedenen Embryonalstadien von Natrix natrix wurde versucht, 
ein Bild iiber die Anderung der chemischen K. P. R. und iiber die Purin- 
synthese im Sauropsidenei zu geben. 

Der Purinquotient stieg zuerst von 4 am 4. Tage auf 5 am 16. Tage, 
um dann am 24. Tage auf 3 zu fallen. Eine Purinanreicherung war im 
Gesamtei zu finden. Da die Vermehrung der Purine fast ausschlieBlich 
im Embryonalgewebe stattfindet, wurde auf eine Purinsynthese im 


Embryo geschlossen. 


Literatur. 

Clara, Zeitschr. f. Anat. 99, 1933. Edlbacher u. Jucker, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 240, 78, 1936. v. Buler u. Schmidt, ebenda 208, 225, 
1932. Dieselben, ebenda 219, 191, 1933. Dieselben, ebenda 2238, 215, 
1934. Godlewski, Rev. gen. Sci. 32, 676, 1921. Hertwig, Richard, Biol. 
Zentralbl. 238, 49, 1903. Jakoby, Arch. f. Entw.mech. 106, 124, 1925. 
Koller, Zeitsehr. f. physiol. Chem. 244, 23, 1936. Kossel, ebenda 7, 71, 
1882. Derselbe, ebenda 8, 407, 1884. Le Breton u. Schaeffer, Variation 
biochimique du rapport nucléoplasmatique au cours du développement 
embryonnaire, Paris, Masson & Cie., 1923. Dieselben, Travaux de I'Inst. 
Physiol Fac. méd. Univers. Strasbourg, 1923. Meyer, Richard, 
Zeitschr. f. wiss. Zool. 25, 353, 1936. Needham, Chemical Embryology, 
Cambridge, 1931. Needham u. Needham, C. r. Soc. Biol. 104, 67, 1930. 
Portmann, Rev. Suisse Zool. 42, 395, 1935. Schuler u. Reindel, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 284, 63, 1935. Tomita, Festschrift f. Tomita, Nagasaki 
1934. Voss, Zeitschr f. Zellforsch. 7, 1928 Wermel u. Mitarbeiter, eben- 
da 16 u. 17, 1932. Wiener, Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 


2, 42 u. 79, 1902. 











Uber das Vorkommen von Kallikrein in den 
Speicheldriisen und im Mundspeichel’ und iiber eine 
blutdrucksteigernde Substanz in der Submaxillaris- 


driise des Hundes. 
Von E. Werle und P. von Roden. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 17. Mai 1919). 


Mit 1 Abbildung im Text. 


I. 

Die Speicheldriisen des Menschen und verschiedener Tiere ent- 
halten bedeutende Mengen von Kallikrein (1) (2). Beim Pferd, dessen 
Pankreas im Verhaltnis zu anderen Tieren auBerordentlich wenig 
Kallikrein enthalt, lie} sich die Substanz in keiner der Kopfspeiche! 
driisen nachweisen. 

Orientierende Versuche hatten ergeben, dai das Kallikrein von 
den Speicheldriisen als auBeres Sekret abgegeben werden mu, denn 
die Substanz lieB sich im menschlichen Mundspeichel in wechselnden 
Mengen nachweisen. Wir fanden bei zahlreichen Bestimmungen 0 bis 
6 KE. je cem. In einer inzwischen erschienenen Arbeit von EL. Werl: 
und H. Korsten (2) wurde iiber den Kallikreingehalt des Speichels bei 
Gesunden und Kranken berichtet. Unsere Vermutung, daB die Kon 
zentration des Kallikreins im Speichel waihrend des Essens héher sei als 
im Niichternspeichel bestatigte sich nicht. Nach unseren Messungen 
bleibt der Kallikreingehalt pro cem Speichel vor, wahrend und nach 
dem Essen konstant oder er vermindert sich etwas. Nach Fabian (3) 
weicht auch der Gehalt an Diastase, Chlorid und Rhodan der Niichtern- 
sekretion von dem der Nachsekretionsphase nicht wesentlich ab. 

Wir hatten Gelegenheit, bei einer menschlichen Parotisfistel reines 
Parotissekret zu untersuchen. Dabei fanden sich in 1 cem des spontan 
flieBenden Parotissaftes 1,3 KE. Die wirksame Substanz lieB sich durch 
folgende Reaktionen mit Kallikrein identifizieren: Sie wurde durch 
Kochen voéllig unwirksam, durch Serum- und Driiseninaktivator vollig 
inaktiviert und sie lieB sich aus der Bindung an den Driiseninaktivator 
zu 50°, reaktivieren. 

Es wurde auch der Speichel von Hunden, Katzen und Pferden auf 
seinen Kallikreingehalt untersucht (vgl. dazu Tabelle). Der Speichel 


1 2. Mitteilung. 1. Mitteilung: diese Zeitschr. 286, 213, 1936. 
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wurde bei Hunden und Katzen nach Morphium- oder Athergaben auf- 
vefangen. Die angetroffenen Kallikreinwerte waren beim Hund_ 1.0 
bis 7,3, bei der Katze 5,3 bis 10,0 KE. cem. Besonders grobe Kallikrein- 
mengen fanden sich im reinen Sekret der Submaxillaris dieser Tiere, 
welches aus dem Ductus Whartoni nach faradischer Reizung der Chorda 
tympani erhalten wurde. Bei der Katze wurden je ccm 20,0 KE., beim 
Hund bis 21,4 KE. gemessen. Nach pharmakologischer Reizung durch 
intravenése Pilocarpininjektion enthielt das Sekret der Submaxillaris 
bedeutend weniger Kallikrein als bei Chordareizung (z. B. beim Hund 
2.0 bis 2,5 KE. pro cem). 

Bei Pferden konnte im Speichel Kallikrein nur eben deutlich nach- 
gewiesen werden, nimlich pro | cem nur 0,008 bis 0,04 KE. Dies 
entspricht der Tatsache, da auch in den Speicheldriisen dieser Tiere 
kein Kallikrein nachweisbar war. Der Pferdespeichel wurde auf folgende 
Weise gewonnen: Pferden wurden 3 cem Lenthin subcutan verabreicht. 
Nach 15 Minuten begann die vermehrte Sekretion und der Npeichel 
wurde aufgefangen. Pferdespeichel wurde auch in der Weise gewonnen, 
daB man die Tiere auf einem Strick kauen lieB. Der Speichel von 
Rindern wurde ohne besondere Kautelen gewonnen. Er wurde am 
gleichen Tage, spitestens aber 2 Tage nach Erhalt, wahrend welcher 
Zeit er unter Toluol aufbewahrt wurde, pharmakologisch gepriift. 

Beim Rind wurden pro lcem Speichel 1,5 KE. gemessen. Auch hier 
konnte die blutdrucksenkende Substanz eindeutig mit Kallikrein identi- 
fiziert werden. Sie wurde durch Kochen zerstort, durch Inaktivator 
aus Rinderohrspeicheldriisen und Serum wurde sie inaktiviert und durch 
Ansauern aus der Bindung des Driiseninaktivators zu annahernd 100° 
reaktiviert. Durch Bestrahlung mit Ultraviolettlicht wurde die blut- 
drucksenkende Wirkung des Speichels vernichtet. Bei 48stiindiger 
Dialyse gegen flieBendes Wasser nahm die Aktivitat des Rinderspeichels 
nicht starker ab als die einer nicht dialysierten Vergleichsprobe. Durch 
siebentagiges Stehen verminderte sich die Aktivitét um 40°,. 

Wie der eine von uns ( Werle) kiirzlich mitteilte, wird das im auberen 
Sekret des Hundepankreas enthaltene Kallikrein von der Driise zum 
weitaus gréBten Teil in inaktiver Form abgegeben (4). Das inaktive 
Kallikrein des Saftes wird beim Stehen langsam, beim Versetzen mit 
Darmschleimhaut oder gereinigter Enterokinaselésung rasch aktiviert. 
Es war nun von Interesse zu untersuchen, ob auch die Speicheldriisen 
das Kallikrein in inaktiver Form sezernieren. Es wurde bei Hunden in 
den Ductus Whartoni eine Glaskaniile eingefiihrt und dann durch 
Pilocarpininjektion bzw. durch faradische Reizung der Chorda die Driise 
zur Sekretion erregt. Der Kallikreingehalt des flieBenden Speichels 
wurde sofort und nach Versetzen mit Darmschleimhaut bzw. Entero- 
kinase gemessen. Er erhéhte sich durch diese Zusatze jedoch nicht, 
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wahrend der Pankreassaft, der nach Pilocarpininjektion erhalten wu 
durch Enterokinase noch eine machtige Steigerung seiner blutdru 
senkenden Wirkung erfuhr. Der gemischte Speichel des Menschen ode: 
des Hundes lief} sich weder durch Darmschleimhautextrakt aktivier 
noch war eine Spontanaktivierung zu beobachten. Auch durch A 
sduern oder durch Behandeln mit Aceton, MaBnahmen, die Kallikré 
aus der inaktiven Verbindung freilegen, lieB sich die Aktivitaét des 
Speichels nicht vermehren. 

Im Anschlu®B an Versuche zur Gewinnung von inaktivem Kallikrein 
aus Pankreas wurden gleichartige Versuche auch mit Speicheldriisen 
unternommen. So wurde z. B. Hundesubmaxillaris unter absolutem 
Glycerin zerschnitten und 2 Stunden unter Riihren mit Glycerin extra 
hiert. Danach fand sich pro cem Extrakt 1 KE. Die Wirkung lieB sich 
nach Verdiinnung des Extrakts mit Wasser durch Zusatz von Entero 
kinase oder Darmschleimhautextrakt nicht steigern. Auch trat beim 
Aufbewahren des mit Wasser verdiinnten Extrakts keine  Selbst 
aktivierung ein. 

In den Versuchen mit Speichel und Driisenextrakten ergaben sich 
also keine Anzeichen dafiir, daB sie wie das Pankreas inaktives Kalli- 
krein enthalten. Im Gegensatz dazu geben Koranyi, Szennes und 
Hatz (5) in einer Arbeit, in welcher der Kallikreingehalt der Parotiden 
von Rindern und Schweinen bestimmt wurde, an, da die Parotisdriise 
das Kallikrein teilweise in aktiver und teilweise in inaktiver Form 
enthalt. Das Mengenverhaltnis dieser zwei Formen sei nicht bestandig, 
da einmal das aktive, ein andermal das inaktive Kallikrein tiberwiege. 
Pro 1 g Schweinedriisen konnten die Autoren 40 bis 170 KE., pro 1 ¢ 
Rinderdriisen 30 bis 60 KE. isolieren. Dies entspricht etwa den Mengen, 
die in zahlreichen Messungen von dem einen, von uns (6) bei der Sub- 
maxillaris dieser Tiere gefunden wurden. In der Rinderparotis fand 
sich, wie oben erwahnt, kein Kallikrein, in der Schweineparotis nur 
sehr wenig, und zwar stets in aktiver Form. In der Rinderparotis 
kénnte allerdings das Kallikrein in aktiver Form enthalten sein, da 
sie einen Inaktivator des Kallikreins besitzt (7). Dieser Inaktivator 
kommt aber nur bei Wiederkauern vor und nicht z. B. beim Schwein. 
Daher war das Vorhandensein von Kallikrein, welches an den Driisen- 
inaktivator gebunden ist, bei der Schweineparotis nicht wahrscheinlich. 
Die von Koranyi und Mitarbeitern angegebenen Versuche haben wir 
genau in der von ihnen angegebenen Weise, also nach der Methode von 
Kraut, Frey und Werle (8) durchgefiihrt. Dabei trat niemals eine 
Aktivierung der Extrakte durch Aceton-Atherbehandlung ein. Auch 
durch vorsichtiges Ansiuern mit Salzsiure war bei Rinderparotis- 
extrakten keine Steigerung der Kreislaufaktivitaét zu beobachten. 
Dagegen waren sie, wie erwartet, befahigt, zugesetztes Kallikrein aus 
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Harn und Submaxillarisdriisen zu inaktivieren. Worauf die \ 
schiedenheiten unserer Ergebnisse und derjenigen der ungarischey 
Autoren beruhen, ist uns nicht ersichtlich. 





Die Frage, ob bei der Sekretionstatigkeit der Submaxillarisdrtise, also 
z. B. nach faradischer Reizung der Chorda tympani, Kallikrein auBer in P 
den Speichel auch in die Blutbahn gelangt, muB mit groBer Wahrscheinlic! : 
keit verneint werden. Zwar verursachten in Versuchen von Babkin (4 
und Gibbs (10) Blutproben, die im AnschluB an eine elektrische Reizung 
entnommen wurden, starke Blutdrucksenkungen, doch nur dann, wen: \ 
die Versuchstiere vorher physostigminisiert worden waren. Um eine In 
aktivierung der dabei wirksamen Substanz durch Blut vollends auszu j 
} schlieBen, wurde die Driise vor und nach der elektrischen Reizung mit 
Tyrodel6sung, der Physostigmin zugesetzt war, durchstrémt. Die blut 
drucksenkende Substanz, welche in diese Lésung iiberging, hatte folgena; 
Kigenschaften: Sie war am atropinisierten Tier unwirksam, sie wurde durch 1 
Blut rasch inaktiviert; diese Inaktivierung wurde durch Zusatz von Physo { 
stigmin gehemmt. Am isolierten Froschherzen wirkte die Substanz negatiy 
inotrop. Sie kontrahierte den Rectus abdominalis des Frosches und den 
Kaninchenditinndarm. Gegen kurzes Aufkochen war die Substanz be 
standig, sie ist also mit Acetylcholin identisch. , 


Allerdings glauben G. Ungar und J. L. Parrot (lla) nachgewiesen zu 
} haben, daB Kallikrein nach elektrischer Reizung des peripheren Endes des 
Nervus lingualis beim atropinisierten Tier in den Kreislauf gelangt und dabei 
die Magensaftsekretion anregt. Sie schlieBen dies daraus, da nach ihren 
Versuchen das Kallikrein, ebenso Submaxillarisspeichel bei intravenése1 
Injektion die Magensaftsekretion anregt. Die Beobachtung, daB Kallikrein 
bei intravenéser Injektion die Magensaftsekretion und die Salzséureproduk 
tion in gewissem Umfang anzuregen vermag, wurde, unabhangig von Unga) 
und Parrot, von Cattaneo (12), BE. Werle und H. Braun (13) sowie von 
Duschl und Lingmann (14) bestatigt. In einer weiteren Arbeit konnten 
Ungar und Parrot (11b) nach elektrischer Lingualisreizung im = Lingualis 
venenblut kein Kallikrein nachweisen. Sie beobachteten aber das Auftreten 
einer darmaktiven Substanz, die nach Ansicht ‘der franzésischen Autoren 
identisch sein kénnte mit einer von Werle (lle) aufgefundenen darm 
erregenden Substanz, die entsteht, wenn Kallikrein mit Blut vermischt wird. 

Da aber die Substanz der franzésischen Autoren im Gegensatz zu dei 
Substanz von Werle durch Blut nicht inaktiviert wird, ist die Frage, ob sie 
der Sezernierung von Kallikrein ihre Entstehung verdankt, nicht ent- 
schieden. 

Nach Guimarais (15) wirkt der Chordaspeichel bei Injektion in die 
Submaxillarisarterie sekretionserregend auf die Submaxillaris, der 
Pankreassaft bei Injektion in eine Pankreasarterie sekretionserregend 
auf das Pankreas. Die dabei wirksame Substanz ist also organspezifisch. 
Da in beiden Fallen Kallikrein vorhanden ist, mu die sekretions- 
erregende Fahigkeit an eine Substanz gebunden sein, welche von 
Kallikrein verschieden ist. Acetylcholin ist im Speichel und im Pan- 
kreassaft nicht enthalten, somit ist die sekretionserregende Substanz 
auch nicht mit Acetylcholin identisch. 
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Il. 

Bei der intravenésen Injektion von Submavxillarisextrakten am 
Hund konnten wir in seltenen Fallen feststellen, daB der Blutdruck- 
senkung eine kurz anhaltende und unbedeutende Blutdrucksteigerung 
vorausgeht. Die gleiche Beobachtung machte schon friither Secker (16) 
nach intravenéser Injektion von Submaxillarisspeichel der Katze, 
welcher nach Reizung der Chorda tympani aus dem Ductus Whartoni 
gewonnen worden war. Die Blutdruckkurve ist bei der Katze etwa die 
vleiche, wie sie durch Injektion von Acetylcholin hervorgerufen werden 
kann: doch konnten die Pressoreffekte nicht immer dem Vorhandensein 
von Acetylcholin zugeschrieben werden, In einer Untersuchung, die sich 
mit der Nachpriifung der ersten Befunde von Secker befaBt, wonach von 
den Speicheldriisen Acetylcholin sezerniert werden sollte, beobachteten 
Feldberg und Guimarais (17) gleichfalls das Auftreten einer initialen Blut- 
drucksteigerung, und zwar so gut wie ausschlieBlich bei Verwendung von 
Chordaspeichel aus der Katzen- bzw. Hundesubmaxillaris, in ganz 
geringem Mabe auch bei Speichel, der nach sympathischer Reizung 
gewonnen worden war. Die blutdrucksteigernde Wirkung des Katzen- 
speichels ist nach Feldberg und Guimarais bei der Katze oft so aus- 
gesprochen, da sie nicht selten die hauptsachlichste, manchmal sogar 
die einzige Wirkung auf die Blutdruckkurve der Katze darstellt. Bei 
der wiederholten Injektion von Speichel derselben Sekretionsphase 
kénnen alle diese Reaktionstypen hintereinander auftreten. Injizierten 
nun Feldberg und Guimarais diesen stark blutdruckerhéhenden Speichel 
von Hund oder Katze beim Hund, so blieb die blutdrucksteigernde 
Wirkung voéllig aus und es wurden nur reine Blutdrucksenkungen 
beobachtet. Aus diesen Befunden ergeben sich folgende Méglichkeiten : 
1. Der Katzen- und Hundespeichel enthalt nach Chordareizung eine 
Substanz, welche bei der Katze blutdrucksteigernd und -senkend, 
beim Hund aber nur blutdrucksenkend wirkt wie etwa Acetylcholin. 
2. Die bei der Katze steigernd wirkende Substanz des Katzen- und 
Hundespeichels ist von der blutdrucksenkenden verschieden. Wahrend 
erstere an Katzen neben der senkenden in Erscheinung tritt, laBt sie 
die BlutgefaBe des Hundes unbeeinfluBt, oder ihre Wirkung tritt am 
Hund vollig hinter derjenigen der blutdrucksenkenden Substanz zuriick !. 


' Kine derartige Verschiedenheit der Ansprechbarkeit auf ein und die 
selbe Substanz bei verschiedenen Tieren haben wir bei den blutdrucksenkenden 
Substanzen des Harns beobachtet. Dort liegt ein Gemisch von einer hoch- 
molekularen thermolabilen und einer niedermolekularen thermostabilen 
blutdrueksenkenden Substanz vor. Der Hund spricht auf die thermolabile 
Substanz stark, auf die thermostabile so gut wie gar nicht an. Bei Kanin- 
chen und Katzen liegen die Verhaltnisse umgekehrt. 
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Diese Moglichkeit wird auch von den englischen Autoren erwogen, si 
nehmen an, daB der Speichel eine blutdrucksteigernde Substanz enthalt 
auf welche die GefaBe des Hundes nicht ansprechen, wahrend die d 
Katze sehr empfindlich gegen dieselbe sind. 

Beziiglich des Auftretens der Blutdrucksteigerung war nach Secker (16 
damit zu rechnen, daB durch die Injektion des Speichels die Nebenniere: 
zur Sekretion von Adrenalin veranlaBt werden. Nach Feldberg und Gui 
marais (17) ist dies aber ausgeschlossen, weil der Chordaspeichel auch dam 
eine initiale Blutdrucksteigerung hervorruft, wenn bei der Katze, an welche 
die intravendse Injektion vorgenommen wurde, vorher die Nebennieren 
unterbunden oder exstitpiert, oder der Halssympatikus durchschnitten 
worden war. 

Bei der Extraktion der Submaxillarisdriisen wurden von uns 
Bedingungen gesucht, welche es erméglichen sollten, die blutdruck- 
steigernde Substanz in den Submaxillarisextrakten regelmabig nach- 
zuweisen. Zur Gewinnung des Kallikreins extrahierten wir die Driisen 
nach dem Zermahlen 24 Stunden lang, filtrierten und dialysierten an- 
schlieBend 48 Stunden bei Zimmertemperatur gegen flieBendes Wasser. 
Bei diesem Vorgehen kam ausschlieBlich Kallikrein zur Beobachtung. 
Auch in einem in gleicher Weise fertiggestellten zweiten Extrakt war 
nur selten eine geringe Pressorwirkung am Hund festzustellen. Bei 
rascher Verarbeitung und Extraktion der Driisen mit Wasser ver- 
ursachte schon der erste Extrakt am Hund 6fter eine ausgesprochene 
initiale Steigerung. Meist aber wirkte er rein blutdrucksenkend, ohne 
die geringste initiale Steigerung. Der zweite Extrakt wirkte schon 
stark steigernd und senkend oder auch rein blutdrucksteigernd, und ein 
dritter Extrakt rief wieder die gemischte Reaktion hervor. Die Extrakte 
beeinfluBten den Blutdruck der Katze und des Kaninchens in der 
gleichen Weise wie den des Hundes. Die starkste Blutdruckerhéhung, 
die wir beim Hund beobachteten, betrug 50 mm Hg. 

Man k6énnte daran denken, daB hierbei ein und dieselbe Sub- 
stanz die GefaBe des Hundes in wechselnder Weise beeinfluBt, so dah 
verschiedene Kurvenbilder resultieren k6nnten. So bewirkt nach unseren 
Beobachtungen Tryptamin bei einigen Hunden eine ausgesprochene 
Blutdrucksenkung, bei anderen eine reine Blutdrucksteigerung und 
wieder bei anderen Steigerung und Senkung. Es wirkten aber die blut- 
drucksteigernden Extrakte immer blutdrucksteigernd, auch wenn sie an 
verschiedenen Hunden gepriift wurden. Es lieBen sich dariiber hinaus 
aber eindeutige Beweise dafiir erbringen, daB die blutdrucksteigernde 
Wirkung einer selbstandigen Substanz zukommt, die von der blutdruck- 
senkenden verschieden ist. Ein Extrakt wirkte nach 10 Minuten langem 
Stehen mit 0,1 cem n Salzséure nur noch blutdrucksenkend, wahrend 
er vorher eine gemischte Reaktion ausléste, wobei die Blutdruck- 
steigerung genau so stark war wie die Blutdrucksenkung. Nach kurzem 
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Bestrahlen mit Ultraviolettlicht war dieselbe Verschiebung der Wirkung 
des Extrakts zu beobachten. Demnach ist also die blutdrucksteigernde 
Substanz gegentiber Salzsiure und Bestrahlen mit ultraviolettem Licht 
empfindlicher als die blutdrucksenkende. Eine nahezu_ vollstandige 
Trennung der beiden Substanzen gelang aber durch dreimalige frak- 
tionierte Adsorption der Extrakte an Tonerde Cy. Es wird dabei in 
neutraler Lésung fast ausschlieBlich die senkende Substanz adsorbiert. 
Die steigernde Substanz bleibt in der Restlésung. Nach dieser Be- 
handlung kénnen Extrakte, die zuerst blutdrucksenkend wirkten, ihre 
Aktivitat umkehren. 


Kin sicherer Weg zur Gewinnung von Extrakten, in denen die blut- 
drucksteigernde Substanz enthalten ist, ist der folgende: Die Sub- 
maxillarisdriisen von Hunden werden nach der Entnahme gemalhilen, 
unter Eiskiihlung mit Seesand zerrieben und bei 6° 24 Stunden mit 
der sechsfachen Menge Wasser extrahiert. Nach Abtrennung der tiber- 
stehenden Fliissigkeit auf der Zentrifuge wird die Extraktion in der 
gleichen Weise mit der sechsfachen Menge Wasser wiederholt. Der 
erste Extrakt enthalt neben viel blutdrucksenkender wenig blutdruck- 
steigernde Substanz, beim zweiten Extrakt liegen die Verhiltnisse 
umgekehrt. Auch ein dritter und vierter Extrakt kann noch blutdruck- 
steigernde Substanz enthalten. Diese Extrakte sind auberordentlich 
viskés. Extrahiert man aber mit n/50 Essigsiure oder in der Warme 
mit Wasser, so sind die Extrakte diinnfliissig und besitzen keine blut- 
drucksteigernde Wirkung. Auch beim Belassen des viskésen Extrakts 
bei 37° wird die Lésung diinnfliissig und verliert ihre blutdrucksteigernde 
Wirkung. Der Extrakt enthalt also abbauende Fermente fiir die viskése 
sowohl als auch fiir die blutdrucksteigernde Substanz. In Extrakten, 
die in der Kalte aufbewahrt werden, behalt die Substanz ihre Aktivitat 
wochenlang. 


Beziiglich der Eigenschaften der blutdrucksteigernden Substanz 
konnte bisher weiter festgestellt werden: Sie ist gegen Kochen genau 
so empfindlich wie das in den Extrakten enthaltene Kallikrein: auch 
bei Kingerem Erhitzen auf 57° werden beide Substanzen mit gleicher 
Geschwindigkeit zerstért, so daB sich keine Méglichkeit ergibt, die 
steigernde Substanz durch Hitzeeinwirkung elektiv zu zerstéren. Durch 
n NaOH, HO, und Jod wird die Substanz rasch zerstért. Bei 48stiin- 
diger Dialyse gegen stehendes Wasser passiert sie nicht die Cellophan- 
membran. Sie kann daher auch nicht ultrafiltriert werden. Die blut- 
drucksteigernde Substanz wird durch Serum inaktiviert, so daB Extrakte, 
die vor der Behandlung mit Serum blutdrucksteigernd und -senkend 
wirkten, nach einigem Stehen mit Serum vo6llig wirkungslos sind. Die 
steigernde Substanz wird aber manchmal etwas langsamer inaktiviert als 
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die senkende, so daB ein Extrakt, der vor Zusatz von Serum wen 

steigernd und stark senkend wirkte, etwa 20 Minuten nach Serumzusat 

nur noch eine Blutdrucksteigerung verursachte. Die blutdrucksteigernd 
Substanz wirkt am atropinisierten Tier. Sie reagiert mit Diazobenzo! 
sulfosaure in sodaalkalischer L4sung und wird dabei augenblicklich ihre: 
pharmakologischen Wirkung beraubt. Diazobenzolsulfosiure in wiisse 
riger Losung oder die entsprechende Menge Sodalésung allein zerstérte1 
die Substanz nicht; sie ist durch Alkohol oder Aceton fallbar. Sie ist 
am isolierten Meerschweinchendiinndarm unwirksam. Die Substanz 
lahmt nicht den Meerschweinchendiinndarm fiir die Wirkung des 
Histamins oder den Hundediinndarm fiir die Wirkung des Kalli 





Abb. 1. Hund in Morphium-Athernarkose an ein Ludwigsches Hg-Manometer angeschlossen 
Carotisdruckkurve. (120mm Hg.) 
1. Intravendése Injektion von 0,3 cem 2.“Extrakt aus der Submaxillaris des Hundes 
(leem des Extraktes 3,8 mg organische Substanz). 
2. Kochversuch: Intravenése Injektion von 0,3eem desselben Extrakts 5 Min. gekoeht. 
3. Inaktivierungsversuch. 1lccm desselben Extrakts + leem Blutserum 20 Min. bei 37°, 
dann intravendse Injektion der 0,3 cem des Extrakts entsprechenden Menge des Ansatzes. 
t+. O,3cem des Extrakts vor Atropinisieren des Versuchstieres 
5. 8ecem Atropinsulfat 1°59. 
6. 0,3 cem desselben Extrakts nach Atropinisieren. 
7. O,leem 1. Extrakt. 
&. O,lecm 2. Extrakt. 
‘9. O,leem 3. Extrakt aus ein und derselben Hundesubmaxillarisdriise, 


kreins. Sie ist also von Adrenalin verschieden, was tibrigens auch 
aus ihren anderen Eigenschaften hervorgeht. Die blutdrucksteigernde 
Substanz der Hundesubmaxillaris hat also chemisch eine sehr 
weitgehende Ahnlichkeit mit Kallikrein. Auch mit dem hochmole- 
kularen blutdrucksteigernden Renin hat die Substanz viele chemi- 
schen Eigenschaften gemeinsam. Ihre blutdrucksteigernde Wirkung 
ist aber von der des Renins wie auch von der des Vasopressins 
qualitativ verschieden. Die der letzteren Stoffe ist lang anhaltend und 
hinterlaBt einen Zustand der Immunitit gegeniiber einer zweiten 
Injektion. Die Wirkung der Substanz aus Hundesubmaxillaris ist rasch 
voriibergehend und bei einer zweiten Injektion am gleichen Tier nicht 
abgeschwacht. Die Substanz ist von allen bisher bekanntgewordenen 


pressorischen Stoffen verschieden. 
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Extrakte aus Rinder- und Katzensubmaxillaris besaBen keine blut- 
drucksteigernde Fahigkeit, auch nicht solche aus Hundeparotis. In 
seltenen Fallen wirkten aber Extrakte aus Schweinesubmaxillaris stark 
blutdrucksteigernd und -senkend. 
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Die Dissoziation 
polyvalenter, makromolekularer Siiuren’. 
Von 
Werner Kern. 

(Aus dem Chemischen Universitatslaboratorium Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 17. Mai 1939.) 


Mit 14 Abbildungen im Text. 


Die Titrationskurven polybasischer Saéuren kénnen durch eine einfache 
Beziehung, die der Michaelisschen Dissoziationsgleichung einbasische: 
Sauren ahnlich ist und die fiir einbasische Saéuren in diese iibergeht, wieder- 
gegeben werden. Makromolekulare, polyvalente Saéuren kénnen durch 
zwei Konstanten, den Titrationsexponenten und die mittlere Titrations 
konstante, charakterisiert werden. Die Giiltigkeit der Beziehungen wird an 
Hand von potentiometrischen Messungen an wasserigen Lésungen von 
synthetischen, polyvalenten Sauren (Polyacrylséure, Polymethacrylsaure ) 
und natiirlichen, polyvalenten Séuren (Polysaccharidsiuren wie Gummi- 
arabicum-Saure und Agarséiure, ferner Polynucleinséiuren) nachgewiesen. 
Die Wasserstoffionenpufferung in Lésungen polyvalenter Saéuren wird 
formuliert. 

Bei niederbasischen Sauren kennt man, insbesondere aus potentio- 
metrischen und konduktometrischen Messungen, die Dissoziation in 
wiisseriger Lésung. Das Verhalten solcher Saéuren wird durch Titrations- 
kurven und Dissoziationskonstanten gekennzeichnet. Die Bestimmung 
der Dissoziationskonstanten mehrbasischer Saéuren setzt voraus, daB die 
Zahl der dissoziierenden Gruppen pro Molekiil nicht zu groB ist und 
daB die Dissoziationskonstanten nicht zu nahe_ beieinander liegen. 
Experimentelle Untersuchungen an Saéuren genau bekannter Struktur 
sind bis zu sechsbasischen Sauren? durchgefiihrt worden. Die Unter- 
suchung noch erheblich héherbasischer Saéuren ist im Hinblick auf 
wichtige Naturstoffe (Polysaccharidséuren wie die Pektine, ferner 
Polynucleinséuren und saure Proteine) von hohem Interesse. Einfach 


1 220. Mitteilung iiber makromolekulare Verbindungen; 219. Mitteilung 
vel. G. V. Schulz, A. Dinglinger u. E. Husemann, Zeitschr. f. phys. Chem. 
im Druck. — ? Maxwell u. Partington, Trans. Far. Soc. 31, 922, 1935, unter 
suchten die aromatischen Polycarbonsaéiuren von der Benzoeséure bis zur 
Mellithsaure. 
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vebaute polyvalente Saiuren entstehen durch Polymerisation z. B. der 
rylsdure!: 
Aorymeure COOH COOH 


CH tee CH,—CH CH,—CH 
ails CH,—CH CH,—CH CH,—CH 
COOH 
COOH COOH COOH 
thre Struktur ist bekannt; es handelt sich um makromolekulare Sauren!. 
Kine Polyacrylsaure vom Polymerisationsgrad P ist eine P-basische 
Séure. Durch Variation der Polymerisationsbedingungen und durch 
geeignete Aufarbeitungsverfahren sind Polyacrylsiuren vom Durch- 
schnittspolymerisationsgrad 50 bis 2000 zuginglich geworden. Es 
liegen also Verbindungen vor, die sowohl makromolekulare Stoffe wie 
auch polyvalente Elektrolyte sind. Ihre Untersuchung ist fiir die 
Kenntnis polybasischer Sauren ebenso bedeutungsvoll, wie z. B. die 
Untersuchung der Essigsadure fiir einbasische Sauren. 

Die P-stufige Dissoziation einer P-basischen Saure laBt sich unter 
der Annahme, daB die dissoziierenden Gruppen im Molekiil sich gegen- 
seitig nicht beeinflussen, als Stufenreaktion behandeln?; eine solche 
Saure kann durch P Dissoziationskonstanten charakterisiert werden. 
Von verschiedenen Autoren® sind Verfahren angegeben worden, um 
aus experimentellen Daten (Titrationskurven) die Dissoziationskonstan- 
ten mehrbasischer Sauren zu berechnen. Sowohl die theoretischen 
Berechnungen wie auch die experimentellen Verfahren versagen aber 
bei polyvalenten Sauren, wie es z. B. die Polyacrylséuren, aber auch 
viele natiirliche Sauren mit zahlreichen dissoziierenden Gruppen in den 
Molekiilen sind. 

Um die Dissoziation polyvalenter Séuren zu erfassen, wurde 
deshalb ein anderer Weg eingeschlagen. Die Titrationskurve solcher 
Sauren wurde wie diejenige einer einbasischen Saéure behandelt*. 

Die Michaelissche Dissoziationsgleichung fiir einbasische Sauren 


lautet: k 
Ex 7 (1) 
k + Cp 
« = Dissoziationsgrad; k = Dissoziationskonstante; ¢;, H +-Kon- 


zentration. 


1 Staudinger u. Urech, Helv. chim. Acta 12, 1107, 1929; Staudinger 
u. Kohlschiitter, Ber. 64, 2091, 1931; Staudinger u. Trommsdorff in H. Stau 
dinger, Die hochmolekularen organischen Verbindungen. Berlin, Julius 
Springer, 1932. — * Michaelis, diese Zeitschr. 106, 83, 1920; Bjerrum, 
Ergebn. d. exakten Naturwissensch. 5, 1927; Pauli u. Valko, Elektrochem. 
d. Kolloide. Wien 1929. — 3 van Slyke, J. of biol. Chem. 52, 525, 1922; 
Hastings u. van Slyke, ebenda 538, 269, 1922; Simms u. Levene, ebenda 
70, 319, 1926; Kilpi u. Mitarb., Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 180, 464, 
1937 und friihere Arbeiten. 4 W. Kern, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 181, 
249, 1938. 
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Potentiometrische Messungen ergeben nun nicht die H*-Konze: 
tration c,, sondern die H*-Aktivitéit 2. Die Angabe von Aktivitits 
koeffizienten bei polyvalenten Sauren ist praktisch und _ theoretisc| 
nicht méglich. Wir setzen deshalb in Gleichung (1) an Stelle der H 
Konzentration die H*-Aktivitaét ein und schreiben!: 


k’ 


Es handelt sich dann nicht mehr um die Michaelissche Dissoziations 
gleichung, sondern um eine neue Gleichung. Wir sprechen deshal} 
auch nicht mehr von einem Dissoziationsgrad, sondern von dem Titra 
tionsgrad «’, und nicht mehr von einer Dissoziationskonstanten, sondern 
von einer Titrationskonstanten k’. Als Titrationsgrad bezeichnen wir 


Cror . A—Oh 

, . ' ‘ 

(ed i . (3 
Com Com 

Chat = Aquivalentkonzentration des Kations;  ¢,,, Aquivalent 


konzentration der Saiure (bei polymeren Sauren gleichzeitig grundmolare 
Konzentration); A und of sind die Aktivitaten der H+ und OH-. 


Berechnet man nach Beziehung (2) die Titrationskonstanten k’ 
fiir Polyacrylsauren, so erhalt man die folgende einfache, experimentel! 
gefundene Beziehung?: 


¥ = W, “-b (4) 
oder 


log k’ = (1 — A)-logk,, + A - log h. (4a) 
k,, und A sind Konstanten. Die Beziehung sagt aus, daB die Logarithmen 
der k’-Werte, gegen log h oder py aufgetragen, Geraden ergeben. Die 
beiden Konstanten A und k,, kénnen graphisch ermittelt werden: 
A ergibt sich aus der Neigung der Geraden, k,, aus ihrem Schnittpunkt 
mit derjenigen Geraden. die alle Punkte verbindet, fiir die py und 

log k’ numerisch gleich sind. Es ist namlich fiir k’ h nach (4): 


k. h. 
Durch Einsetzen von (4) in (2) ergibt sich: 
1 k’ 1 A 
: h \i—4 pi—44 ps (5) 
] eX : Mm 
x 


Diese Gleichung ist der Dissoziationsgleichung von Michaelis fiir ein- 
basische Saéuren analog? bis auf den Exponenten 1 — A. Sie erlaubt 


1 W. Kern, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 181, 253, 1938; Kilpi, ebenda 
(A) IS1, 473, 1938; 182, 147, 1938; Kern, ebenda (A) 182, 145, 1938. 
2 W. Kern, ebenda (A) 181, 258, 1938; Angew. Chem. 51, 567, 1938. 
3 AuBerdem miissen selbstverstindlich die Anderungen  beriicksichtigt 
werden, die bei dem Ubergang von Beziehung (1) in (2) eintreten. 
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eine einfache Charakterisierung der Titrationskurven polyvalenter 


Sauren mit Hilfe von zwei Konstanten, kh, und A bzw. 1 A. 

Fir k,, h wird «’ 1: k,, bezeichnen wir deshalb als mittlere 
Titrationskonstante. 1 — A nennen wir den Titrationsexponenten. Es 
gilt: 0< 1— ASX] oder OSA < 1. 

Fir 1 A 1 wird die Titrationskurve einbasischer Sauren 
erhalten (2). Der Titrationsexponent 1 A erweist sich fiir jede 


polyvalente Saure als sehr gut konstant. Die mittlere Titrations- 


konstante k,,, ist fiir jede Titrationskurve konstant; sie ist aber von der 


m 


Aquivalentkonzentration c,,, der Siure abhangig. 
Wendet man Gleichung (5) auf wasserige Lésungen der reinen 
Saéuren an, so ergibt sich: 


h ] 
vA 
1+ | : | 


m 


qm 


A 


Man kann folgende Faille unterscheiden: 


h 


l k.>h, also —-=—» @ und « h. (6a) 


+ 
m qm 


m 
H*-Aktivitat und Aquivalentkonzentration der Siure sind einander 
gleich; die Séure ist also vollig dissoziiert. 


h\i-—4 
2. k, <h, als ] - 
m —&h, also é | ay 
und 
h \i-—4 
Can h: (7 kA .. h? ; (6b) 
oder 
log € 4», (A 1) log k,,, (2 A) + pu. (6b) 


Die Giiltigkeit dieser Naherungsbeziehung wurde fiir die Poly- 
acrylsiure bewiesen. 
3. h ist proportional k),, also A/k,, konstant. 
Es folgt: 
Fou aC, (6c) 
C = Konstante und 1. H*-Aktivitat und Aquivalentkonzentration 
der Siure sind proportional. Wir werden diesen Fall angenahert bei der 
Agarsaure vorfinden. 
Die Giiltigkeit der Beziehung (5) ist schon fiir Polyacrylsauren 


gezeigt worden!. Im folgenden werden neue Messungen an Lésungen 


1 W. Kern, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) IS1, 258, 19388. 
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von Polyacrylsauren und ihren sauren bis neutralen Salzen, ebenso vo; 
Polymethacrylsiuren mitgeteilt. Es wird ferner gezeigt, daB die an 
gegebenen Beziehungen auch fiir eine Reihe von natiirlichen pol) 
valenten Sauren, wie Polysaccharidsiuren (Gummi-arabicum-Saure 
Agarsaure') und Polynucleinsauren giiltig sind. 


Im AnschluB an die Beziehung (5) kann noch eine allgemeine Aus 
sage tiber die Pufferung der Wasserstoffionenaktivitét in wasserigen 
Lésungen von polyvalenten Sauren und ihren Salzen gemacht werden 
Wendet man die Definition der Wasserstoffionenpufferung von Koppe/ 
und Spiro? auf polyvalente makromolekulare Siéuren, die der Be 
ziehung (5) geniigen, an, so ergibt sich fiir die GréBe der H*-Pufferung 
der Ausdruck: 

i — aye 2-4. 


I — . . 7 
Pu, = —1n10 Coss i444 (7) 
Das Maximum der H*-Pufferung ergibt sich fiir h = k,, zu: 
Pu), (max) — }-In10-c,,,~(1 — A) = — 0,576 -c,,, + (1 — A). 


Die maximale H*-Pufferung in wasserigen Lésungen polyvalenter 
Sauren und ihrer Salze ist also, da 1 — A < 1, geringer als diejenige 
in Lésungen einbasischer Saéuren gleicher Aquivalentkonzentration, die 

4-In10-c,, 0,576 -¢ 
polyvalenter Sauren ist aber gréBer als derjenige einbasischer Sauren, 
da die Titrationskurve flacher verlaiuft. Ein Ma8 fiir diesen Bereich ist 
der Titrationsexponent 1 — A. 


betragt. Der H*-Pufferungsbereich 


gm 


yes 


I. Synthetische, polyvalente, makromolekulare Siauren. 
1. Polyacrylsduren. - 


Lésliche Polyacrylséuren werden durch Polymerisation von reine! 
monomerer Acrylséure in wasseriger Lésung (Konzentration der Acrylsaiure 
kleiner als 20%) bei 100° mit Hilfe von Wasserstoffsuperoxyd als Kataly- 
sator® erhalten. Die polymeren Saéuren kénnen entweder durch Elektro- 
dialyse oder durch Fraktionierung gereinigt werden. Polyacrylsiuren 
lassen sich aus wiisseriger Lésung mit starker Salzséure ausfallen*. Danach 
ist allerdings eine sehr sorgfaltige Entquellung mit reinstem Aceton und 
Ather bis zur Entfernung der letzten Spuren von Salzséure notwendig. 
Man kann auch im AnschluB an die Fraktionierung elektredialysieren bis 
zur volligen Entfernung der Salzséiure und danach im Vakuum unter 
schonenden Bedingungen eindampfen. Trocknung im Hochvakuum iiber 
P,O, und KOH. 


1 W. Kern, Angew. Chem. 51, 566, 1938. — * Koppel u. Spiro, diese 
Zeitschr. 65, 409, 1914. — * Staudinger u. Trommsdorff in H. Staudinger, 
Die hochmolekularen organischen Verbindungen, 8. 339. Berlin 1932. — 
4 In iiberschiissiger Salzsiure ist Polyacrylsaure léslich. 
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Die untersuchten Polyacrylséuren hatten Durchschnittspolvmerisa- 
tionsgrade? von 50 bis 2000. Die Titrationskurven der Polyacry!saéuren 
sind unabhingig vom Durchschnittspolymerisationsgrad. Aus diesem 
Ergebnis ist mit aller Deutlichkeit erkennbar, daB eine Zerlegung in 
eine P-stufige Dissoziation nicht méglich ist; man miBte sonst ein und 
dieselbe Kurve entsprechend den Durchschnittspolymerisationsgraden / 
in 50 bis 2000 Stufen zerlegen und durch ebenso viele Konstanten 
charakterisieren ; dabei waren die in jedem Falle erhaltenen Konstanten, 
da P wegen der Polymolekularitat nur Durchschnittswerte sind, selbst 
wieder nur Durchschnittswerte. 


In Tabelle I sind die Ergebnisse potentiometrischer Messungen2 
an wiasserigen Lésungen der sauren bis neutralen Natriumsalze einer 
Polyacrylsiure vom Durchschnittspolymerisationsgrad 340 zusammen- 


Tabelle I. 


Titrationskonstanten k’ einer Polyacrylsaure (P = 


h, Titrationsgrad «’ und 
340) bei 20°. 


Wasserstoffionenaktivitat 











Neutralisation mit NaOH. (c,,, = grundmolare oder aquivalente 
Saurekonzentration. ) 
“Na h a’ k’ Na h a’ k’ 
Com = 0,010; ke, 2,5 - 107-7 
0,0000 , 2,88-10-4 |0,029 8,60-10-® | 0,0040 8,71-10-7 | 0,40  5,80-1077 
0,0005 | 7,95-10-5 |0,058  4,90-10-® | 0,0060 1,32-10-7 0,60 | 1,98-10~7 
0,0010 | 3,09- 10-® (0,105 | 3,63-10-® | 0,0080/1,78-10- 0,80 7,12. 10-* 
0,0020 1,12-10-* 0,201 | 2,82-10°® | 0,0100) 4,90-10-?° | 0,998 | (2,45- 1077) 
Com = 0,125; k, = 1,0-10-°. 
0,0000 | 1,48-10-% |0,0119 1,78- 10-5 | 0,04 = 7,76-10°® | 0,320 3,65-10°6 
0,001 | 1,02-10-% |0,0162 1,68-10-°]0,06 1,41-10-® | 0,480 1,30-10°° 
0,005 | 2,95-10-4 |0,0424 1,31-10-°]0,08 5,87-10-7 | 0,640 | 9,54-10°-7 
0,01 1,15-10-* |0,0810' 1,01-10-5 | 0,10 7,42-10-* 0,800) 2,97-10-7 
0,02 3,09-10-° 0,160 5,88-10°®]0,12 3,39-10-° 0,960 8,14-10-* 
Com = 9,250; k, = 2,2-10-%. 
0,0000 2,95-10-% |0,0118) 3,53-10-5 | 0,12 2,384-10-® | 0,480 2,16-10°° 
0001 2,46-10-% 0,01388 3,44-10-°]0,15 832-10-7 | 0,600 1,25-10-® 
0,005 1,20-10-% 0,0248 3,05-10-5|0,18  3,80-10-7 | 0,720 9,78-10-* 
0,010 5,25-10-4 |0,0420' 2,35-10-5]0,21 1,12-10-* | 0,840 5,88-10-' 
0,03 1,18-10-4 |0,1204. 1,61-10-' | 0,24 7,58-10-® | 0,960 1,82-10-7 
0,06 1,62- 10-5 |0,240 | 5,12-10-°]| 0,25 3,63-10-12| 0,988 | 2,99 -10-1° 
0,09 6,03-10°® 0,360  3,39-10°° 
Com = 09,0625; k,, = 5,0- 10-7; vgl. Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 181, 
258, 1938. 
Die Durehschnittspolymerisationsgrade wurden aus _ Viskositits- 


messungen, entsprechend den Angaben von Staudinger und Trommsdorf}, 
Ann. Chem. 502, 
elektrode; Hellige-Ré6hrenpotentiometer. 


201, 


1933, ermittelt. 


* Chinhydron- und Wasserstoff- 
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gestellt. In Abb. 1 sind fiir zwei Konzentrationen logarithmisch di 
sich nach Beziehung (2) ergebenden k’-Werte in Abhangigkeit vom ), 
aufgetragen. Es ergeben sich fiir die verschiedenen Konzentrationen 
parallele Gerade [Gleichung (4a)|, aus deren Neigung sich A = 0,5 




















— = es . eee: — 4 
10” m6 7 


| =i’ 


i Abb. 1. Die Titrationswerte k’ einer Polyacrylsiure (P = 340) in Abhingigkeit vom py. (Grund- 
molare Konzentrationen der Stiure cy» = 0,010: 0; cym = 0,250: @) 





also der Titrationsexponent 1 — A = 0,5 ergibt. In Abb. 1 ist auch 
die Gerade (gestrichelt) eingezeichnet, die alle Punkte verbindet, fiir 
die log k’ und pa numerisch gleich sind. Die Schnittpunkte dieser 
Geraden mit den Geraden der Beziehung 

| | (4a) ergeben die mittleren Titrationskon- 

/ stanten k),. Die k’,-Werte sind von der Kon- 

wl | zentration c,,, der Polyacrylsiure abhangig 


| (Abb. 2, Tabelle I). &,, erstreckt sich in dem 


gemessenen Bereich von c,,, tiber etwa eine 


gm 
3r6Benordnung, ist also nur fiir eine be- 
stimmte Titrationskurve, also fiir ein be- 


| stimmtes c,,,, konstant. Aus Abb. 2 ergibt 
Kin _| sich durch Extrapolation auf unendliche 
‘| | Verdiinnung 
lim k,, = 2,3 - 10-7. (8) 
Com —> 0 
5 Die Berechtigung zu dieser Extrapolation 
4 kann durch Messungen in sehr verdiinnten 





Lésungen bewiesen werden. 
In Abb. 3 sind die Titrationskurven 
(Abhangigkeit des Titrationsgrades «’ vom 





0 37 2 3 
oon > 

Abb. 2. Abhiingigkeit der mitt- 

leren ‘Titrationskonstanten xk, Pu) fiir vier verschiedene Saurekonzen- 





von der grundmo’aren Konzen- trationen eingezeichnet; die ausgezogenen 


tration c,,, wisseriger Lisungen cS ” 
“~ Kurven sind nach Beziehung (5) berechnet. 


einer Polyacrylsiure (P = 340). 
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Die Titrationskurven der Polyacrylsiuren mit einwertigen starken 
Basen haben eine Gestalt, wie sie fiir NaOH beobachtet wurde (Abb. 3). 
Dagegen treten betrachtliche Abweichungen auf, wenn wiasserige 
Lésungen der Salze von Polyacrylsiuren mit bivalenten Kationen 
untersucht werden. Da die Salze der Polyacrylsauren mit zweiwertigen 
Metallionen unldéslich sind, wurden bivalente organische Ammonium- 
basen herangezogen; die Salze der Polyacrylsiuren mit Athylendiamin, 
Tetramethylathylendiamin, Tetramethylpropylendiamin sind léslich. 
In Tabelle II sind potentiometrische Messungen an wisserigen Lésungen 


0 ea 








—- 


Pu _ 


Abb. 3. Titrationskurven der Polyacrylsiure fiir 4 grundmolare Siurekonzentrationen 
( = 0,01: O35 Com Com = 9,125: +3 Cgm = 9,25: @). Monovalente 
tase NaOH. Die ausgezogenen Kurven sind nach (5) berechnet. 


. RIB se Os 
Rowe = 0,0625: 0; 


der sauren bis neutralen polyacrylsauren Salze mit Tetramethylathylen- 

diamin angegeben (c,, = Aquivalentkonzentration des Tetramethyl- 

athylendiammoniumions). 

Tabelle IT. Wasserstoffionenaktivitat hk, Titrationsgrad 4’, 

Titrationskonstante k’ einer Polyacrylsaure (P 340) bei 20°. 

Neutralisation mit Tetramethylithylendiamin. (Grundmolare 
Siurekonzentration ¢,,,_ 0,065.) 





gm 
Cra h a’ k’ 
0,000 1,073 - 10-8 0.0165 1,80 - 10 
0,008 S71 - 10-5 0,124 1,24-10 
0,020 1,66 -10 0,308 7,38 - 107° 
0,040 1,74 -10-6 0,616 2.79 -10-8 


0,060 1,59 -10-' 0,923 1,90 - 10-8 





































— 
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Die nach Gleichung (2) berechneten k’-Werte sind in Abb. 4 gegen » 
aufgetragen. Die Beziehung (4a) ist zwar erfiillt ; aber die sich ergebend 


Gerade ist nicht dieselbe wie die ebenfalls eingezeichnete Gerade, di: 
aus den k’-Werten wasseriger Lésungen der sauren bis neutralen poly) 
acrylsauren Natriumsalze bei derselben Saurekonzentration c,,, e1 








& 

AY 

geet 

on-$ an 2976 
( ¢ K 


Abb. 4. Die Titrationswerte 4’ der Polyacry!- 
siure (P = 340) in Abhangigkeit von Py: Neu- 
tralisation mit Tetramethyl-dithylendiamin: © 
(Grundmolare Siurekonzentration ¢,,, = 0,065). 


halten wird (Tabelle III). Titra 
tionskonstante und _ Titrations 
exponent dndern sich mit der 
Wertigkeit der Base recht er 
heblich. 

Aus der Zunahme des Titra- 
tionsexponenten folgt, daB die 
Polyacrylsaure sich gegen biva- 
lente Basen mehr in der Richtung 
einer monovalenten Saure, fiir die 
A = 0 ist, verhalt. Man kann er- 
warten, da dies mit zunehmender 
Wertigkeit der Base noch mehr 


Tabelle II. Titrationskonstanten und Titrationsexponenten der 
Polyacrylsiure bei Neutralisation mit mono- und bivalenten 





Basen. Cows 0,065. 
Base Cn 1 A 
PERADER ys vai ape eae ees 5,2-10-7 0,50 
Tetramethylathylendiamin 5,0-10°6 0,70 


der Fall sein wird. Die Zunahme der Titrationskonstanten bedeutet. 
daB die Polyacrylsdure sich gegen bivalente Basen als starkere Saure 


verhalt als gegen monovalente. 


Fiir die reine Polyacrylsaure ist k,, < h [Fall 2 der Gleichung (6)]. 
Die Giiltigkeit der hieraus abgeleiteten Naiherungsbeziehung (6b) wurde 


schon friiher! nachgewiesen. 


2. Polymethacrylsduren. 


Die Polymethacrylsdure, die durch Polymerisation der Methacryl- 
saure erhalten wird, hat eine der Polyacrylsdure entsprechende Struktur: 


COOH 


CH, C——CH, 


C——CH, CH; C 


COOH 


CH, C——CH, CH, 


a, a. 
CH, CH, CCH, 


COOH COOH COOH 


1 W. Kern, Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 181, 260, 1938 
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Sie ist in mancher Hinsicht experimentell einfacher zu bearbeiten als 
die Polyacrylsiure, da sie aus wiasseriger Lésung z. B. mit Eisessig 
ausgefallt werden kann (Fraktionierung). Die Titrationskurven der 
Polymethacrylsauren sind denjenigen der Polvyacrylsauren sehr ahnlich. 
Wir wollen uns deshalb auf eine Zusammenstellung der experimentellen 


Tabelle IV. Wasserstoffionenaktivitat h, Titrationsgrad «’, 

Titrationswerte k’ zweier Polymethacrylsauren bei 20°. (Grund- 

molare Saéurekonzentration ©¢,,, 0,065; Durchschnittspolymerisations- 
grade P 60 und 75.) 





na h a’ k’ CNa h a’ | 4 


P= 60. 
0,0000 | 6,46 -10-* 0,010 6,52-10-] 0,030 1,35-10-® 0,462 1,16-10°° 
0,0050 | 6,46 -10-° 0,078 | 5,46-10-°] 0,045 1,86-10-7 0,693 4,20-10-7 
0,0100 1,995-10-° | 0,154 | 3,63-10-®] 0,060 1,74-10-8 0,923 2,09-10 
0,0200 | 3,63 -10-® 0,308 1,61-10-6 
P = 75. 
0,0000 5,63 -10-4 0,0086 4,90-10-®| 0,030 9,56-10- 0,462 820-1077 
0,0050 | 4,47 -10-5 0,0777 3,77-10°®] 0,040  2,46-10 0,616 | 3,95 - 107% 
0,010 (1,388 -10-5 0,154 2,51-10-*] 0,060 9,33-10-% 0,923 | 1,12-10 
0,020 | 3,63 -10-® 0,308 | 1,61-10-® 


“as 





Ergebnisse beschranken (Ta- 








belle TV). Aus Abb. 5 ist die Sr T T "| 
Giltigkeit der Beziehung (4a) | 4 a 
ersichtlich. Der  Titrations- gt} | | |_| ee lb 
» >» -_— > i 10 4 | en 
exponent ] A ergibt sich nd  — 
zu 0,57, ist also etwas gréBer 7 eet | | 
als bei der Polyacrylsiure. Die “7 | | i 
. Kathi: ' 
mittlere Titrationskonstante £,, | | 
ist 7,7-10-7:; bei der Bewer- si = ons 
° mm . s w / / 
tung der mittleren Titrations- aml 
konstante k,, muB immer mit Abb. 5. Die Titrationswerte k’ zweier Poly- 
methacrylsiuren (P = 60: @ und /? = 75: o) 


ihrer Abhangigkeit von der in Abhingigkeit vom Py (Grundmolare Siure- 
Aquivalentkonzentrationc,,,, der konzentration com, = 0,065) 
Saure gerechnet werden. 

Potentiometrische Messungen an wasserigen Lésungen der reinen 
Polymethacrylsaure finden sich in Tabelle V; in Abb. 6 ist py gegen 
den Logarithmus der Saurekonzentration c,,, aufgetragen. Fiir die 
Polymethacrylsiure ist k,, < h [Fall 2, Naherungsbezichung (6b)]: 
zwar sind px und logc,,, linear, doch weicht der nach der Naherungs- 
beziehung (6b) aus der Neigung der Geraden berechnete Titrations- 
exponent [(1 — A) = 0.74} von dem aus der Titrationskurve nach (4a) 
erhaltenen Wert [(1 — A) =0,57]ab. Obwohl k,, < h, ist Beziehung (6b) 
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TabelleV. Wasserstoffionenaktivitat h und pq wasseriger Lésu: 

gen einer Polymethacrylsiure vom Durchschnittspolymerisa 

tionsgrad 75 in Abhangigkeit von der grundmolaren Konzentra 
tion (bei 20°). 





Com Pu h Com Pu h 
0,0625 3,28 5,25 - 10-4 0,0039 3,94 1,15-10-4 
0,0313 3,41 3,89 - 10-4 0,00195 4,12 7,58 - 10 
0,0156 3.58 2,63 - 10-4 0,00098 4,43 3,72 -10 
0,0078 3,82 1,51 - 10-4 


keine gute Naherung; dabei 
hangig ist. 














om—> 


Abb. 6. Py wisseriger Lésungen einer Polymethacrylsiiure (P = 75) in Abhingigkeit 


vom Logarithmus der Konzentration c,,,. 


II. Natiirliche polyvalenteé, makromolekulare Siuren. 


{s soll im folgenden gezeigt werden, dab die Beziehungen, die bei 
synthetischen, makromolekularen Saiuren aufgefunden wurden, auch 
bei natiirlichen Séuren Giiltigkeit haben. Die makromolekulare Struktur 
der Polysaccharidsiuren wie Pektinsiuren, Gummi-arabicum-Sauren, 
Agarsiuren und der Polynucleinséuren wie der Thymusnucleinsiauren 
ist sehr naheliegend und wird auch vielfach angenommen!. Wenn 
auch die Struktur dieser Stoffe noch nicht véllig bekannt ist, so steht 
doch fest, daB es sich um polyvalente Sauren handelt. Es liegen auch 
Untersuchungen vor, die eine Nachpriifung der Gleichungen, die bei 
synthetischen, polyvalenten Sauren giiltig sind, erlauben. 


1. Polysaccharidsduren. 
a) Gummi-arabicum-Saure. 


Messungen von Thomas und Murray2. Die umgerechneten Werte 
{ Beziehungen (2), (4a) und (5)] der Titration mit NaOH, Ba(OH). und 


1 Fiir die Pektine insbesondere von Henglein u. Schneider, Ber. 69, 
309, 1936, ferner in den weiteren Arbeiten von G@. Schneider u. Mitarbeitern. 
Fiir die Thymusnucleinsiure von Signer, Casperson u. Hammarsten, Nature 


141, 122, 19388. — ? Thomas u. Murray, J. physical. Chem. 82, 676, 1928. 


“ms 





ib 
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Sauren. 


HCl finden sich in der Tabelle VI. Abb. 7 lat erkennen, dab 
iehung (4a) erfiillt ist. Die MeBpunkte der Titration mit NaOH und 
Ba(OH), liegen auf derselben Geraden; dies ist im Hinblick auf die 


Tabelle VI. 


Wasserstoffionenaktivitat h, 


Titrationsgrad 
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Be- 




















oo”, 
Titrationswerie k’ von Gummi-arabicum-Saure. 
Messungen von Thomas und Murray (l. ¢.). 
Aquivalentgewicht: 1177. c¢,,,, = 0,0567 in der Ausgangslosung. 
«’ h k’ h k' 
a) Neutralisation mit NaOH. 
0,124 7,04 - 10 1,00-10°° 0,822 1,15-10-4 5,31 - 10-4 
0,202 3,89 - 10-3 9,84 - 10-4 0,847 8,91 -10 4.94.10 4 
0,297 1,95 - 10-3 8,23 - 10-4 0,876 6,46 - 10 4,57-10°4 
0,408 1,10- 10 7,58 - 10-4 0,910 4,07 - 10-5 4,11-10-4 
0,526 6,16-10>4 6,84- 10-4 0,933 2,29 - 10 3,19 - 10-4 
0,649 3,16 -10~4 5,85-10~4 0,962 1,15 -10 2,91 -10-4 
0,782 1,51 - 10-4 5,42 -10~4 0,986 2,63 - 10-° 1,85 -10-4 
0,795 1,38-10°4 5,36-10°4 
b) Neutralisation mit Ba (OH),. 
0,116 6,60 - 10>: 8,65 - 10-4 0,635 1,10-10 4 1,92-10>4 
0,175 3,98 - 107: 8,44-10-4 0,708 3,98 - 10-4 9,65 -10-4 
0,224 3,89 - 10 1,12 -10-3 0,750 1,86 -10-4 5,58 - 10-4 
0,288 19-10 ° 1,90 - 10-4 0,824 1,07- 10-4 5,00-10-4 
0,376 1,29 -10- 7,78 - 10-4 0,894 4,37 - 107! 3,69 - 1074 
0,421 1,07 -10>* 7,78 - 10-4 0,970 1,82-10° 6 5,88 - 10 
0,514 6,76-10°4 7,15 - 10-4 
c) Zugabe von HCl. 
0,120 6,76 - 10 9,20 - 10-4 0,057 1,95-10-? 117-108 
0,083 1,07- 10°? 9,74-10-4 0,047 2,34 -10-2 1,15-10°3 
0,064 1,61 -10-2 1,03-10°8 0,035 3,02-10-? 1,09-10°4 
Polyacrylsdure! — (Titra- " 
tion mit NaO H und Tetra- | 
re aides 
methylathylendiamin), 
bei der fiir monovalente 5 
und bivalente Basen ver- 
schiedene Geraden er-  ! | | lg te—-4 
PH pa | 
halten wurden, von In- 3h | spiel 
teresse. Es ergeben sich | ee Tee eee 
die Konstanten: a 7 
Titrationsexponent > amma oF Tene 
] A : 0,78. «a= {' 
Mittlere Titrations- Abb. 7. Die Titrationswerte *’ der Gummi-arabicum- 


konstante k,: 7,0 - 10-4. 


1 Vel. diese Arbeit I, 


1), 


S. 


Saure in Abhiingigkeit vom Pu: 


NaOH: o, mit Ba(OH),: 


345. 


Neutralisation mit 
+, Zugabe von HCI: e. 
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Potentiometrische Messungen an wisserigen Lésungen der reine: 


| 
i 
| 


Gummi-arabicum-Saure (Aquivalentgewicht 1170 bis 1200) liegen i: 
yrOBerer Zahl! vor. In Abb. 8 ist das py solcher Lésungen gegen de: 
Logarithmus der Aquivalentkonzentration aufgetragen. Alle Wert: 


| ? | + ny 4 aeothansl 
Dy | | a | 
| “te tm +to4, + i 

| | i ie i 

: | | 

7 } ae: A a | 7 eae ce one we ee 1 tC ee Seen iad 

0 10 z 3 0 a Fa 


on—~ 
Abb. 8. py von Losungen der reinen Gummi-arabicum-Séure in Abhiingigkeit von der 


Konzentration °gm* 


Messungen von Pauli u. Ripper: 1. @ und 2. 0 
Messungen von Pauli u. Palmrich: A. 
Messungen von D. R. Briggs: +. 

Messung von Thomas u. Murray: X. 


liegen angenahert auf einer Geraden. Die Naherungsgleichung (6b) ist 
aber trotzdem nicht erfiillt: aus der Neigung der Geraden der Abb. 8 
errechnet sich der Titrationsexponent 1 — A = 0,25. Die groBe Ab- 
weichung ist dadurch zu erklaren, daB fiir die Gummi-arabicum-Saure 
die Bedingung k,, < h [(Fall 2) der Naherungsgleichung (6b)] keineswegs 
erfiillt ist. Es ist aber bemerkenswert, daB pu und loge,,, trotzdem 
linear verlaufen2. 
b) Agarsaure, 

Messungen von Hoffmann und Gortner*. Die umgerechneten Werte 
der Titration mit NaOH finden sich in der Tabelle VII. Aus Abb. 9 
geht hervor, daB Beziehung (4a) erfiillt ist). 


Titrationsexponent 1 — A: 0,18. 
2 38,0° 1071, 


Titrationskonstante k, 

Potentiometrische Messungen an wisserigen Losungen der reinen 
Agarsiure wurden von Pauli und Palmrich® ausgefiihrt. Tabelle VIII 
gibt die umgerechneten Werte. Fiir die Agarséure ist k,, > h. Nach 
der Niaherungsbeziehung (6a) ist hierfiir c,,, = h. Die Agarsdure ist 


1 Pauli u. Ripper, Kolloidzeitschr. 62, 162, 1933; Pauli u. Palmrich, 
ebenda 79, 63, 1937; Briggs, J. physic. Chem. 38, 867, 1934. — * Auch 
Messungen an wiisserigen Lésungen der Gummi-Traganthséure (Pauli u. 
Ripper, Kolloidzeitschr. 62, 162, 1933) zeigen, daB log c¢,,, und py linear 
sind. Doch sei von einer Wiedergabe der Berechnungen abgesehen. — 
3 J. of biol. Chem. 65, 377, 1925. — 4 Die Abweichungen bei niederen 
Titrationsgraden sind wahrscheinlich dadurch bedingt, daf die Agarséure 
wie auch andere Polysaccharidsiuren bei niederen Titrationsgraden nicht 
villig gelést ist. — 5 Kolloidzeitschr. 79, 175, 1937. 
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labelle VII. Wasserstoffionenaktivitat kh, Titrationsgrad 2’, 
Titrationswerte k’ von Agarsaure. 
Messungen von Hoffmann und Gortner (I. ¢.). 








\quivalentkonzentration der Ausgangslésung ¢,,, 0,0056; Aquivalent- 
gewicht 1390. 
a’ h k’ a’ h &’ 
0,584 3,31 - 10-3 4,65 - 10-8 0,730 1,05- 107° 2,84 - 10 
0,634 3,02 - 10-3 5,20 -10-¢ 0,745 6,46-10°4 1,89 - 10 
0,673 2,75 -10-3 5,67 - 10-3 0,788 3,89-10-4 1,46 - 10 
0,712 2,46 -10-3 6,08 - 10-8 0,821 8,13 - 10-5 $77 -10-* 
0,745 2,14-10-3 6,25 - 10-3 0,892 3,31 - 10-6 2,73 - 10 
0,773 1,78 -10-* 6,06 - 10-8 0,975 2,88 - 10-10 1,12- 10-8 
14; 








eo a 
on ore 
val : 
ow’ we ws wt ws we wm? ww 
=—k (logarithmisch) 





Abb. 9. Die Titrationswerte k’ der Agarsiiure in Abhiingigkeit vom py. 
Messungen von Hoffmann u. Gortner: @. 


Tabelle VIII. Wasserstoffionenaktivitat h wasseriger Lésungen 
von Agarsaéuren in Abhangigkeit von der Aquivalentkonzentra- 
Y 


tion. Messungen von Pauli und Palmrich. G,, = Aquivalentgewicht der 
Saure. 








Com m a’ h Com G, a! h 
0,0062 645 0,713 $,42-10-3 0,0047 640 0,541 2,54 - 10 
0,0032 1220 0,562 1,80 - 10-4 0,0034 619 0,606 2,06 - 10 
0,0027 731 «0,541 1,46 -10-3 0,0081 640 0,552 4,47-10 
0,0030 568 0,540 1,62 - 10-3 0.0064 640 0,375 240-10 

rary 
0” Fs 
50}-— # 1 
Abb. 10. Wasserstoffionen- m ff ‘ a 
aktivitit A wiisseriger Lésungen { 
von Agarsiiuren in Abhingigkeit ; | 
von der Konzentratione,,,. Die — | 


Gerade der Niiherungsbeziehung po —_— i 


(6a) ist gestrichelt eingezeichnet 





| 
0 0,005 Yi 


Com 
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aber nicht vollig dissoziiert ; wohl aber ist die H*-Aktivitat proportion 
der Aquivalenten Saurekonzentration. [Fall 3, Niherungsbeziehung (6c 
(Abb. 10.) 

2. Polynucleinsduren. 

Es liegen insbesondere Untersuchungen von Hammarsten! und vor 
Levene und Simms? vor. Die Umrechnung der Messungen geschah in 
der Weise, daB aus den experimentellen Titrationskurven graphisc] 
die Aquivalentgewichte der Sauren ermittelt wurden®; dadurch konnten 
aus den ,,korrigierten Baseniquivalenten*’ b’ der Titrationsgrad ¢ 
[nach Beziehung (3)| und hieraus die Titrationswerte k’ berechnet 
werden (Tabelle IX). 


a) Hefenucleinsauren. 


Messungen von Levene und Simms (Tabelle IX). Abb. 11 zeigt, dal 
Beziehung (4a) erfiillt ist. Es ergeben sich die Konstanten: 


1. Probe y,: 1 — A = 0,49 r= 1,6-10-° 
2. Probe y,: 1 — A = 0,60 kb. = 2,1- 107° 


Die beiden Hefenucleinséuren unterscheiden sich im Titrations- 
exponenten; ihre mittleren Titrationskonstanten stimmen annahernd 
iiberein. 

Tabelle IX. Wasserstoffionenaktivitat hk, Titrationsgrad 2’, 
Titrationswerte k’ von Polynucleinsauren bei 25°. 
Messungen von Levene und Simms (I. ¢.). 

a) Hefenucleinsduren. 

b' 


» Se b’ = korrigierte Basenaquivalente. 


1. Probe y,, @’ 





b’ a’ h k' b' a’ h &’ 


8-10-5 | 1,78-10-5 | 2,50 0,833 | 4,68-10-" | 2,34-10-§ 
2.40 | O,917 | 1,10+10-7'| 1,223 - 107° 


1,50 | 0,500 | 1,7 
2,00 | 0,667 | 4,17-10-§ | 8,34-10 
2,25 0,750 1,388-10-° | 4,14.10 


b’ 
2. Probe y,, a’ ae 
7 4,5 
2,00 | 0,444 | 3,02-10-5 | 2,42-10-5 | 3,25 | 0,722 | 5,02-10-§ /1,31-10-5 
2,25 0,500 2,14-10-5 214-1075 3,50 0,778 | 2,82-10-5 | 9,90- 10-6 
2,50 0,556 | 1,51-10-5 | 1,89-10-5 3,75 0,834 1,20-10-* | 6,02-10- 


2,75 0,612 | 1,10-10-5 | 1,74-10-5 | 4,00 0,889 | 5,13-10-‘ | 4,10-10-6 
3,00 0,667 | 7,68-10-° | 1,52-10-5 | 4,25 0,944 | 1,55-10-" | 2,6] -10-® 





! Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 392, 1924. — 2 Levene u. Simms, 
J. of biol. Chem. 70, 327, 1926. — * Dabei wurden nur die sauren Gruppen 


beriicksichtigt, deren Neutralisation bei einem pH ~ 8 beendet ist. Die 
Analyse der verschiedenen Arten von dissoziierenden Gruppen der Poly- 
nucleinséuren durch Levene u. Simms (1. c.) wird durch unsere Darstellung 
nicht beriihrt. Bredereck u. Kéthnig geben auf Grund der direkten Titra- 
tion der Thymusnucleinsiure ihre Basizitét zu 5 an (Ber. d. Devtsch. 
chem. Ges. 72, 121, 1939.) 
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Tabelle IX (Fortsetzung), 


b) Thymusnucleinsduren. 








“ua b’ 
1. Probe 7,, a’ = ,---- 
= 3,75 
b’ a h k' b’ a h k’ 
150 0,400 | 1,55-10 1,03 - 10 3,00 0,800 4,68-10-8 1,87-10-7 
2,00 0,533 | 2,67-10-§ . 2,94. 10-' 3,25 0,867 | 1,00-10-* | 6,52-10-8 
2,50 | 0,666 3,71.10-7 7,40-10 3,50 0,933 | 2,09-10-® | 2,91- 10-8 
275 | 0,734 | 1,51-10 4,17-10 
: b’ 
2, Probe re a’ =... 
0,0 
1,00 1,245 | 1,74-10-3 | 5,64-10 4,00 | 0,727 | 3,71-10-7 | 9,88-10-7 
1,50 | 0,802 | 8,13-10-* | 3,52-10-4 | 4,25 | 0,773 | 1,45-10-7 | 4,94-10-7 
2,00 0,367 | 1,95-10-4 | 1,13-10-4] 4,50 | 0,818 | 6,16-10-8 | 2,.77-10-7 
2,50 | 0,455 | 5,62-10-5 | 4,69-10-5 | 4,75 | 0,864  2,95-10-8 | 1.88-10-7 
3,00 | 0,545 | 1,48-10-5 | 1,77-10-5 | 5,00 | 0,909 | 7,76-10-9 | 7,75-10-8 
3,50 0,636 | 2,61-10-8 | 4,39-10-6 5,25 0,954 | 2,19-10-* _ 4,54-10-* 
* b’ 
3. Probe T,, a’ = —- 
6 
3,00 | 0,500 | 5,62-10-5 | 5,62-10-5 | 4,50 | 0,760 4,78-10-7 1,51-10-6 
3,25 | 0,542 | 2,52-10-5 | 2,98-10-5] 4,75 | 0,792 2,52-10-7 | 9,56-10-7 
3,50 | 0,583 | 1,32-10-5 1,84-10-5]} 5,00 | 0,883 1,17-10-7 584-1077 
3,75 | 0,625 | 6,92-10-® | 1,15-10-5]| 56,256 0,875 | 5,89-10-8 | 4,12-10-7 
4,00 | 0,667 | 2,75-10-6 | 5,61-10-® | 5,50 | 0,917 | 2,75-10-8 | 3,04- 10-7 
4,25 | 0,708 | 1,05-10-° | 2,55-10-® | 6,75 | 0,968 | 8,50-10-° | 2,57-10-* 
b’ 
4. Probe von Hammarsten (l.c.) Ty, @ wil 
D,D 
3,39 0,616 | 9,31-10-® 1,494-10-5] 3,79 0,689 1,57-10-® | 3,480-10-6 
8,49 | 0,634 | 4,37-10-® 7,573-10-*] 3,94 0,717  3,20-10-7 | 8118-1077 
3,70 | 0,673 | 2,85-10-® 5,865 -10-6 
c) Milznucleinsdure. 
b’ 
1. Probe 8,, a’ = = 
) 
3,00 0,500 | 2,09-10-5 | 2.09-10-5 | 4,50 0,750 | 5,37-10-7 | 1,61 - 10-6 
3,50 0,583 | 9,55-10-* | 1,34-10-5 | 5,00 | 0,833 9,33-10-8 | 4,66-10-7 
4,00 0,667 | 1,32-10-® 2,64-10-® | 5,50 | 0,916 | 2,95-10-8 3,22-10-7 
b’ 
2. Probe S,, a’ A. . 
ig 5,0 
3,00 0,60 | 1,86-10-5 | 2,79-10-5] 4,00 0,80  6,02-10-7 2,01-10-6 
3,25 0,65 | 1,16-10-5 | 2,13-10-5 | 4,25 0,85 1,55-10-7 877-1073 
3,50 0,70 | 7,42-10-° | 1,73-10-5 | 4,50 0,90  4,47-10-8 | 4,02-10-7 
3,75 0,75 | 1,82-10-® | 5,46-10-6 | 4,75 0,95 | 8,32-10-° 1,58-10-7 





b) Thymusnucleinsauren. 


Messungen von Levene und Simms, ferner von Hammarsten (Ta- 
belle IX). Beziehung (4a) ist sehr gut erfiillt (Abb. 12). Die Konstanten 


sind die folgenden: 


1. Probe 7,: 1— A 0,30 Kin 
2. Probe T,: 1 — A = 0,275 | 
3. Probe 7,: 1 — A = 0,275 a 
4. Probe Ty: 1 A 0,275 Ion 
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Fiir die Thymusnucleinsaure gilt wie fiir die Polyacrylsaure k,, - 
[Fall 2, Naherungsbeziehung (6b)]. Man kann deshalb potentiometrisch: 
Messungen an wiasserigen Lésungen der reinen Thymusnucleinsaure: 
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Abb. 11. Die Titrationswerte k’ der Hefenucleinsiiure in Abhingigkeit vom, pn: 
Yi: @5 y2: O. 
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Abb. 12. Die Titrationswerte k’ der Thymusnucleinsiure in Abhingigkeit vom pu- 
T33°@, 13: 0, 7%: ; TH: 
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Abb. 13. Pq von Lésungen der reinen Thymusnucleinsiure in Abhingigkeit von der 
Konzentration Com: Messungen von Hammarsten: ®@. 


nach (6b) auswerten; in Tabelle X sind umgerechnete Messungen von 
Hammarsten angegeben. Aus Abb. 13 ist ersichtlich, daB die Naherungs- 
beziehung (6b) erfiillt ist ; fiir den Titrationsexponenten 1 — A errechnet 
sich entsprechend (6b) aus dem Neigungswinkel der Geraden der 
Abb. 13 der Wert 0,29, der wie bei der Polyacrylsdure in sehr guter 
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Die Konstanten sind die folgenden: 
1. Probe S,: 1 — A 0,31 ke 2,0 - 1075 
2. Probe S,: 1—A 0,32 k 5,5 - 1075 
Die beiden Milznucleinséuren sind sehr ahnlich und unterscheiden 
sich nur etwas in der mittleren Titrationskonstante k, 


ee 


Ill. Vergleich synthetischer und natiirlicher, polyvalenter Siiuren. 

In Tabelle XT sind die Titrationsexponenten 1 — A und die mittleren 
Titrationskonstanten k,, polyvalenter Sauren zusammengestellt. Wegen 
der Abhingigkeit der mittleren Titrationskonstanten k’, von der Aqui- 
valentkonzentration c,,, der Sauren ist auch der Konzentrations- 


bereich c,,, angegeben. 
Der Titrationsexponent 1 — A hingt von der Konstitution, und 


zwar von dem Abstand der dissoziierenden Gruppen in den Makro- 
molekiilen ab. Ist dieser Abstand sehr groB, dann ist die gegenseitige 
Beeinflussung gering; die polyvalente Saure verhalt sich wie eine 
einbasische Saure. Es wird demnachst an Pektinséiuren gezeigt werden}, 
welchen EinfluB der Abstand der sauren Gruppen hat. Aus den vor- 
liegenden Zahlen (Tabelle XI) folgt, daB die Gummi-arabicum-Saure 
einer einbasischen Saure am nachsten steht, daB also die Beeinflussung 
der sauren Gruppen gering ist. Es ist bemerkenswert, daB die Poly- 
acrylsdure und die Polymethacrylsatre trotz sehr ahnlicher Konstitution 
eine kleine Abweichung im Titrationsexponenten aufweisen. Die kleinsten 
Titrationsexponenten besitzen die Polynucleinsiuren und die Agarsaure. 

Bei den mittleren Titrationskonstanten ist der EinfluB der sauren 
Gruppen unverkennbar. Diese Konstanten haben fiir polyvalente 
Sauren ungefahr dieselbe Bedeutung wie die gew6hnlichen Dissoziations- 
konstanten fiir einbasische Sauren. Es bedarf allerdings noch umfang- 
reicher Messungen, insbesondere an einfach gebauten, synthetischen, 
polyvalenten Séuren, um den Zusammenhang zwischen der GréBe der 
mittleren Titrationskonstanten und den Titrationsexponenten einerseits 
und der Konstitution der polyvalenten Sauren andererseits angeben 


zu kénnen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prot. Dr. H. Staudinger, méchte 
ich fiir die groBziigige Férderung dieser Arbeit herzlich danken. 

Der ,,Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft‘', der ,,Deutschen 
Forschungsgemeinschaft** und der ,,Reichsstelle fiir Wirtschaftsausbau‘ 
danke ich fiir bereitgestellte Mittel, ebenso den Direktionen der Werke 
Hochst, Leverkusen und Ludwigshafen der I. G. Farbenindustrie A.-G. fiir 
die Uberlassung von Ausgangsmaterialien. 


1 Messungen von H. Overbeck. 











Pn 


en 


S- 


te 


en 
u** 


ke 


ur 





Cher die Porphyrinurie im Hochgebirge. 
Von 
Oberstabsarzt Dr. Kk. Lang. 
[Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der Militaérarztlichen Akademie, 
Berlin und dem Mosso-Institut am Monte Rosa (Italien) ]. 


(Eingegangen am 22. Mai 1939.) 


In den letzten Jahren sind Ausscheidung und Stoffwechsel der 
Porphyrine unter physiologischen und pathologischen Bedingungen 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Insbesondere wurde 
viel Miihe darauf verwendet, die Beziehungen zwischen Aufbau und 
Abbau des Hamoglobins und dem Porphyringehalt der Korperfliissig- 
keiten und Ausscheidungen zu kliren. Trotz aller Bemiihungen lat 
sich die alte Frage, ob die ausgeschiedenen Porphyrine als Aufbau- oder 
Abbaustufen des Hamoglobins aufzufassen sind, noch nicht befriedigend 
beantworten. Weitaus die Mehrzahl der bisherigen Ergebnisse wurde 
durch das Studium pathologischer Zustande gewonnen, vor allem wurde 
der Porphyrinhaushalt bei den verschiedenen Blutkrankheiten verfolgt. 
Ich habe daher eine Erginzung dieser Untersuchungen durch Arbeiten 
unter physiologischen Bedingungen unternommen. Bekanntlich stellt 
ein Aufenthalt in geniigend groBer Héhe den intensivsten Reiz auf die 
Hamoglobinbildung dar, den wir kennen. Infolgedessen habe ich die 
Porphyrinausscheidung im Hochgebirge in verschiedenen Héhen, ferner 
den Einflu8 gréBerer und anstrengender Bergbesteigungen auf die 
Porphyrinausscheidung bestimmt. 

Da die Untersuchungen teilweise unter den primitivsten Be- 
dingungen durchgefiihrt werden muBten, konnte zur Porphyrinbestim- 
mung nur eine méglichst einfache Methodik, die keine gréBeren Appara- 
turen verlangt, angewandt werden. Als solche wahlte ich die von 
Lageder'! im Institut von Schumm entwickelte Methode. Sie besteht 
darin, daB man die Schichtdicke der Porphyrinlésung ermittelt, bei der 
die Sichtbarkeit des Spektrums eben Null wird. An Hand einer vorher 
aufgestellten Eichkurve, in der diese Punkte fiir die verschiedensten 
Porphyrinkonzentrationen bestimmt wurden, laBt sich der Porphyrin- 
gehalt der Untersuchungslésung ermitteln. Ich war mir durchaus 
bewuBt, daB diese Methode eine erhebliche subjektive Fehlerquelle in 
sich birgt. Da sich diese Fehlerquelle durch Ubung sehr verkleinern 
laBt, wurde sie vorher intensiv eingeiibt. Als Spektroskop diente das 
Handspektroskop von Zeiss mit Wellenlingenskala, als Beleuchtungs- 
quelle eine Taschenlampe. Spektroskop, Balyrohr und Taschenlampe 


1 Arch. f. Verdauungskrankh. 56, 237, 1934. 
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wurden, da die Entfernung der einzelnen Teile voneinander konstant 
sein mub, auf einer eigens fiir diesen Zweck gebauten kleinen, zerlegbaren 
optischen Bank montiert. Das ganze lie sich leicht im Rucksack 
iiberallhin mitnehmen. Die Extraktion der Porphyrine geschah in der 
iiblichen Weise durch Ausschiitteln von 100 cem der 24-Stunden-Harn- 
menge mit Eisessig-Ather, Waschen bis zur Saurefreiheit, Uberfiihren 
in 10% ige HCl, deren Volumen notiert wurde. Leider konnte die 
wiinschenswerte Differenzierung und nahere Charakterisierung der 
Porphyrine aus dem obenerwaihnten Grunde nicht angestrebt werden. 
Um die Ergebnisse vergleichbar zu gestalten, wurden auch die Bestim- 
mungen im Tiefland mit der gleichen Technik durchgefiihrt. 

Das Ergebnis der Untersuchungen, fiir die zwei Versuchspersonen 
zur Verfiigung standen, ist in einer Tabelle wiedergegeben. Das Ver- 
halten beider Versuchspersonen hinsichtlich der Porphyrinausscheidung 
war genau das gleiche. Das ist insofern bemerkenswert, als Versuchs- 
person Z.. durch einen vorherigen vierwéchigen Aufenthalt im Hoch- 
gebirge mit zahlreichen Hochtouren, die Héhen bis iiber 4500 m 
erreichten, h6hengewohnt war, wihrend Versuchsperson 7’. ohne dieses 
vorherige Training von Meereshéhe direkt auf 2900 m Héhe kam. Bei 
beiden Versuchspersonen trat in den ersten Tagen im Mosso-Institut 
zunachst eine deutlich erhéhte Porphyrinurie auf, die nach vier- bis 
fiinftagigem Aufenthalt wieder bis zur Norm absank. Durch gréBere 
Bergbesteigungen wurde die Ausscheidung sofort sehr stark erhoéht, war 
aber schon am nachsten Tage wieder betrachtlich kleiner. Beim dauern- 
den Aufenthalt in gréBerer Hohe, in der auf einem der Gipfel des Monte 
Rosa 4560 m hoch gelegenen Capanna regina Margherita, war die 
Porphyrinausscheidung gleichfalls erhéht, und zwar nahm bei beiden 
Versuchspersonen die Ausscheidung mit zunehmender Lange des 
Aufenthalts zu, um die héchsten, gegeniiber der Norm auf das Fiinf- bis 
Zehnfache gesteigerten Werte in den letzten Tagen zu erreichen. Nach 
dem Abstieg in das 2900 m hoch gelegene Mosso-Institut nahm die 
Ausscheidung ab, betrug aber immerhin noch das Doppelte der Norm 
im Tiefland. In einer letzten Versuchsserie wurde noch der EinfluB 
einer besonders groBen kérperlichen Anstrengung in der Héhe unter- 
sucht. Zu diesem Zwecke wurde eine dreitigige Tour unternommen, 
die am ersten Tage vom Mosso-Institut tiber simtliche dazwischen- 
liegende Gipfel des Monte Rosa zur Capanna regina Margherita fiihrte. 
Am zweiten Tage wurde von da aus tiber die Zumsteinspitze die Dufour- 
spitze erstiegen und von da aus auf dem gleichen Wege zuriickgekehrt. 
Am dritten Tage wurde der Lyskamm bis zum Felikjoch tiberschritten 
und tiber die Lyskammnase zum Mosso-Institut abgestiegen. Leider 
konnten wahrend dieser Tour aus naheliegenden Griinden quantitative 
Messungen nicht durchgefiihrt werden. Jm AnschluB an diese Tour 
war die Porphyrinausscheidung noch 3 Tage hindurch wesentlich erhoht. 
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Beim Aufenthalt im Hochgebirge ist die Héhe an und fiir sich nur 
einer von mehreren Faktoren, welche zu Stoffwechselveranderungen 
fiihren kénnen. Denn auch die vermehrte Bestrahlung, die Kalte, die 
kérperliche Anstrengung kénnen von EinfluB sein. Die Bestrahlung 
als Ursache der vermehrten Porphyrinbestrahlung glaube ich aus- 
schlieBen zu kénnen. Denn wahrend unseres Aufenthalts in der Capanna 
regina Margherita herrschte in den letzten 4 Tagen ununterbrochen 
Schneesturm, der uns an einigen Tagen tiberhaupt jedes Verlassen der 
Hiitte unméglich machte, so daB an diesen Tagen von einer besonders 
starken Bestrahlung nicht die Rede sein kann. Aber gerade in diesen 
Tagen erreichte die Porphyrinurie bei beiden Versuchspersonen ihr 
Maximum. Auch der Kalte méchte ich, allerdings ohne es exakt be- 
weisen zu kénnen, keinen oder jedenfalls keinen wesentlichen EinfluB 
auf die vermehrte Porphyrinausscheidung in der Héhe zuschreiben. 
Die Kalte war allerdings teilweise betrachtlich. In dem uns in der 
Capanna regina Margherita zur Verfiigung stehenden nicht heizbaren 
Arbeits- und Schlafraum betrug die Temperatur an den Schneesturm- 
tagen immer unter 0°, Aber nicht einmal bei der Kaltehamoglobinurie 
ist bei allen Patienten eine Erhéhung der Porphyrinausscheidung 
beobachtet worden}. 

Ich glaube aber, daB groBe kérperliche Anstrengungen fiir die 
Porphyrinurie mit von Bedeutung sein kénnen. In diesem Sinne méchte 
ich jedenfalls den Befund deuten, da nach anstrengender dreitagiger 
Tour die Porphyrinausscheidung langer erhéht blieb als zwar nach 
langer dauerndem, aber ohne so groBe kérperliche Anstrengungen durch- 
gefiihrten Aufenthalt auf dem Monte Rosa. Wahrscheinlich diirfte auch 
die stark erhéhte Porphyrinausscheidung am Tage einer Hochtour mit 
durch die Anstrengung bedingt sein. Der . der wirkliche Aufenthalt in 
der gréBten Héhe des Tages ist doch meist nur sehr kurz und die bei 
weitem lingere Zeit wird in wesentlich tieferen Héhenlagen zugebracht. 
Sicher ist es jedoch, da der Aufenthalt in der Héhe an und fiir 
sich zu einer vermehrten Porphyrinausscheidung fiihrt. Und zwar 
nimmt die Porphyrinurie mit steigender Héhe zu. Dies geht ohne 
weiteres aus einem Vergleich der im Tiefland im Mosso-Institut und auf 
dem Monto Rosa erhaltenen Werte hervor. 

Ein Zusammenhang zwischen der vermehrten Porphyrinausschei- 
dung in der Héhe und der Himoglobinvermehrung scheint mir nicht zu 
bestehen. Denn letztere ist ein Vorgang, der erst nach Ablauf von einer 
bestimmten Zeit in Erscheinung tritt. In Ubereinstimmung mit allen 
friiheren Angaben habe auch ich eine deutliche Erythrocyten- und 
Hamoglobinvermehrung erst in den letzten Tagen des Héhenaufenthalts 


! Vannott?, Porphyrine und Porphyrinkrankheiten, 8. 175. Berlin 1937. 
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beobachtet. Zudem sind diese Vermehrungen, der mir fiir meine Unter- 
suchungen zur Verfiigung stehenden nicht allzu groBen Héhen ent- 
sprechend, nicht sehr hochgradig. Demgegeniiber ist die erhédhte 
Porphyrinausscheidung schon am ersten Tage festzustellen. Im iibrigen 
zeigt die Tabelle, dafi eine Parallelitaét zwischen beiden GréBen keines- 
wegs besteht. 

Es erhebt sich daher die Frage, welches dann die Ursache fiir die 
Hoéhenporphyrinurie ist, ferner wie auch eine groBe kérperliche Anstren- 
gung die Porphyrinurie mitbedingen kann. Ich glaube, daB hierfiir in 
erster Linie funktionelle Leberstérungen in Betracht kommen, die ja be- 
kanntlich, dariiber besteht in einem groBen Schrifttum groBe Einigkeit, 
mit einer vermehrten Porphyrinausscheidung einhergehen. Da® aber 
selbst histologisch oder durch chemische Analyse nachweisbare Leber- 
veranderungen durch Unterdruck entstehen kénnen, ist von verschiede- 
nen Autoren gezeigt worden!. Als zweites die Héhenporphyrinurie 
bedingendes Moment diirfte die der Anpassung vorausgehende Acidose 
in Betracht kommen. Schreus und Poullain? haben gezeigt, dal bei 
siuernder Kost die Porphyrinausscheidung gréBer ist als bei alkali- 
sierender Nahrung. Vanotti (l.c.) hat dies bestitigt und er weist auf 
die Parallelitat zwischen der Bewegung der Porphyrine und des Cal- 
ciums hin, fiir die in den letzten Jahren von zahlreichen Untersuchern 
Beitrige geliefert worden sind. Da® aber durch den Héhenaufenthalt 
die Calciumausscheidung betrachtlich vermehrt wird, ist schon lange 
bekannt, es sei in dieser Hinsicht auf die Arbeit von Wendt* verwiesen. 


Zusammenfassung. 


Der Aufenthalt im Hochgebirge fiihrt zu einer verstarkten Por- 
phyrinurie, die mit steigender Héhe zunimmt. 

Diese vermehrte Porphyrinausscheidung wird durch funktionelle 
Leberstérungen und die der Anpa-sung vorau-gehende Acidose bedingt 
aufgefaBt. 

Eine Beziehung zwischen der Himoglobinbildung und der Héhen- 
porphyrinurie besteht nicht. 


Diese Arbeit wurde mit den Mitteln der Deutschen Forschungsgemein - 
schaft durchgefiihrt, der ich fiir ihre Unterstiitzung ergebenst danke. 


Herrn Prof. Herlitzka danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung, die 
ich im Mosso-Institut gefunden habe. 


! Loewy, Die Physiologie des Héhenklimas. Berlin 1932. Siehe daselbst 
die Literaturiibersicht auf S. 292. — * Arch. f. exper. Pathol. 177, 543, 
1935. — ® Skand. Arch. f. Physiol. 24, 247, 1911. 














Uber die Ausscheidung von Imidazolkirpern 
und den intermediiiren Aminosiiurestoffwechsel 
im Hochgebirge. 

Von 
Oberstabsarzt Dr. K. Lang. 

(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Militérirztlichen Akademie 

in Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1939.) 


In Héhen von etwa 4000 m und dariiber sind quantitative und quali. 
tative Verinderungen des Eiweifstoffwechsels festgestellt worden !. 
Es handelt sich dabei um einen vermehrten Eiweifzerfall, verbunden mit 
einer Ausscheidung von unvollstandig oxydierten Eiweibabbauprodukten. 
Vermutlich sind diese beobachteten St6érungen des Eiweibstoffwechsels 
aber nur voriibergehender Art und nur bis zur erfolgten Akklimatisation 
nachweisbar. Denn Loewy?, der Gelegenheit hatte, die Harne der 
Dyhrenfurtschen Himalaiaexpedition zu untersuchen, fand in ihnen 
durchaus normale Werte fiir die verschiedenen N-haltigen Substanzen. 

In diesem Zusammenhang interessierte mich die Frage nach dem 
Verhalten der Imidazolkérperausscheidung im Hochgebirge. Denn die 
im Harn ausgeschiedenen Imidazolkérper sind, da sie zum groBen Teil 
endogenen Ursprungs sind (Masslow 3, Fiirth*, Koessler und Hanke, 
Lelu®), ein feines Reagens fiir Veranderungen des EiweiBbestandes des 
Kérpers. AuBerdem habe ich festzustellen versucht, ob etwa Abande- 
rungen im intermediaren Stoffwechsel der Aminosauren in der Hohe auf- 
zufinden sind. Und zwar habe ich als Beispiel hierfiir das Tryptophan 
gewahlt, bei dem die Verhaltnisse fiir solche Untersuchungen besonders 
giinstig liegen. Denn das Tryptophan, dessen intermediarer Stoffwechsel 
durch die Arbeiten von Kotake und Mitarbeitern weitgehend aufgeklart 
ist, liefert in dem Kynurenin ein spezifisches Stoffwechselprodukt, 
welches auch teilweise mit dem Harn ausgeschieden wird und sich leicht 
bestimmen laBt. AuBerdem wurde das Verhalten der mit Mercurisulfat 
aus dem Harn fallbaren N-Fraktion verfolgt. 


Methodisches. 


Die Bestimmung der Imidazolkérper im Harn erfordert einige Vor- 
sichtsmaBnahmen, auf die Fiirth und Majer’? hingewiesen haben, deren 


' Loewy, Physiologie des Héhenklimas. Berlin 1932. — ? Arbeits- 
physiol. 8, 596, 19380. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 306, 1915. — 
4 Ebenda 96, 269, 1919. — ° J. of biol. Chem. 59, 803, 1924. — ® Bull. Soe. 


chim. Biol. 17, 637, 1935. — 7 Diese Zeitschr. 264, 142, 1933. 
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Kinhaltung aber zur Erzielung einwandfreier Ergebnisse unbedingt er- 
forderlich ist, wovon auch ich mich iiberzeugen konnte. Auf Grund 
dieser Feststellungen von Fiirth und Majer sind die alteren Arbeiten iiber 
die Imidazolkérperausscheidung als revisionsbediirftig anzusehen. Die 
wesentlichsten Punkte des Vorgehens von Fiirth und Majer betreffen die 
Abtrennung der Imidazolkérper durch Fallung mit dem Reagens von 
Hopkins und die Austastung des Farbungsoptimums der Diazoreaktion 
in jedem einzelnen Falle durch Serienversuche bei verschiedener Ver- 
diinnung, wodurch die in jedem Harn vorhandenen, die Diazoreaktion 
st6renden Substanzen ausgeschaltet werden. 


Im einzelnen wurde folgendermafKen verfahren: Von der gemessenen 
24-Stunden-Harnmenge wurden 100 ccm mit dem Hopkinsschen Reagens, 
das auch das Kynurenin fallt, so lange versetzt, bis der entstehende Nieder- 
schlag sich nicht mehr vermehrte. Nach mehrstiindigem Stehen wurde 
filtriert und die Fallung griindlich mit dem mit Wasser 1 : 100 verdiinnten 
Fallungsreagens ausgewaschen und dann getrocknet. Die getrockneten 
Filter + Niederschlage wurden in Glasréhrehen aufbewahrt und nach der 
Riickkehr in Berlin aufgearbeitet. Zu diesem Zwecke wurden die Nieder- 
schlige mit H,S zersetzt, das HgS abfiltriert und das Filtrat samt Wasch- 
wassern auf genau 100 ccm aufgefiillt. Die einzelnen Bestimmungen er- 
folgten dann in aliquoten Teilen der Filtrate. Zur Bestimmung der Imidazol- 
kérper diente die Methode von Koessler und Hanke!, wobei aber entsprechend 
den Angaben von Fiirth und Majer durch Verwendung verschiedener Filtrat- 
mengen das Farbungsoptimum ermittelt wurde. Dieses lag meist bei Ver- 
wendung von 0,5 bis 1 cem Filtrat. Die Ablesungen erfolgten mit dem Stufen- 
photometer. Die Eichkurve war mit Histidinchlorhydrat aufgestellt worden. 
Weitere 10 ccm Filtrat dienten zur Bestimmung des Histidins mittels der 
Bromwasserreaktion nach Kapeller-Adler®. Das Kynurenin wurde nach 
Kotake und Kawase* in 50 cem Filtrat bestimmt. AuBBerdem wurde noch in 
10cem Filtrat das Cystin, das ja gleichfalls quantitativ durch Mercurisulfat 
gefallt wird, nach Sullivan und Hess‘ ermittelt. SchlieBlich wurde noch der 
Gesamt-N der Hopkins-Fallung mit dem Mikro-Kjeldahl bestimmt. Die 
Bestimmung der Gesamt-N-Ausscheidung wurde im Mosso-Institut mit dem 
Makro-Kjeldahl durchgefiihrt. 


Das Ergebnis der Untersuchungen, fiir die 2 Versuchspersonen zur 
Verfiigung standen, ist in den beiden Tabellen zusammengestellt. Da 
weder die Ausscheidung des Kynurenins noch die des Cystins durch den 
Aufenthalt in der Héhe und durch die Anstrengungen des Bergsteigens 
verandert wurden, nehme ich von einer Wiedergabe dieser Zahlen Ab- 
stand. Wesentliche und zwar eindeutige Veranderungen ergaben sich 
gleichlaufend bei beiden Versuchspersonen in der Ausscheidung der 
Imidazolkérper. Im Tiefland ist die Imidazolkérperausscheidung bei 
beiden Versuchspersonen praktisch konstant. Und zwar betragt sie bei 
der einen im Mittel rund 0,25 °% und bei der anderen rund 0,20 °, der ge- 


1 J. of biol. Chem. 39, 497, 1919. — 2 Diese Zeitschr. 264, 131, 1933. 
— ° Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 6, 1933. 4 J. of biol. Chem. 116, 
221, 1936. 
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Tabelle I. Versuchsperson T. 





N der Hopkins-Fraktion Imidazol-N 
Datum Hohe Gesamt-N aie a (ipier ; 
Oj des 0/5 des 
m g mg Gesamt-N mg Gesamt-N 
Sl, Vil. 2900 9,91 72 0,73 13 0,14 
l. Vans: 2900 7,80 116 1,49 6 0,08 
2. VITI. 2900 6,71 47 0,70 7 0,10 
3. VIII. 2900 8,74 75 0,86 7 0,08 
4. VITI. 2900 7,39 60 0,81 14 0,19 
5. VIIT.*  2900—4040 9,25 ae 0,83 17 0,18 
6. VIII. 2900 6,25 87 1,39 16 0,26 
7. VIII. * | 2900—4250 10,97 66 0,60 12 0,11 
8. VIII. 2900 10,08 135 1,34 15 0,15 
9. VIII. 2900 ~ — - 
10. VIII. * 4560 9,46 78 0,83 7 0,07 
11. VIII. 4560 8,25 66 0,80 36 0,43 
12. VIII. 4560 7,27 99 1,36 34 0,47 
13. Vill. 4560 7,63 153 2,03 34 0,45 
14. VIII. 4560 7,36 162 2,20 30 0,41 
16. VIII. 4560 7,60 144 1,90 25 0,33 
16. VIII. 4500 —. - — 
17. VIII. 2900 8,97 114 1,27 19 0,21 
18. VIII. 2900 - — 
19.. VEEL. * 4560 -— - - 
20. VIII. * 4560 — — - 
ai. Vea. * 4560 ~ — — — 
22. VIII. 2900 ~ — 
23. VIII. 2900 i Be gy 1,16 34 0,31 
24. VIII. 2900 10,19 94 0,93 22 0,22 
16. id. 36 8,89 151 1,69 24 0,27 
15. X. 36 9,10 187 2,05 20 0,22 
10. XII. 36 9,10 204 2,24 23 0,24 
21. I. 36 7,14 140 1,96 18 0,25 


Alle Werte sind auf die 24-Stunden-Menge berechnet. 


* Tage mit besonders groBer kérperlicher Leistung. 


samten N-Ausscheidung. In den ersten Tagen des Aufenthalts in einer 
Hoéhe von 2900 m sinkt die Imidazolausscheidung zunachst ab, um dann 
mit gréBeren Schwankungen sich ungefihr auf die Norm wieder einzu- 
stellen, was bei der héhengewohnten Versuchsperson L. schon nach 
3 Tagen erreicht war, hingegen bei der Versuchsperson T. lingere Zeit 
dauerte und auch nicht so vollkommen erreicht wurde. Fiir diese Ver- 
anderungen der Imidazolausscheidung kann man 2 Ursachen verantwort- 
lich machen: 1. den Ubergang aus dem Flachland in die Héhe und 2. die 
Umstellung auf eine veranderte Ernahrung. Wahrscheinlich haben beide 
zusammen gewirkt, wobei ich aber doch in der Héhe den wesentlichen 
Faktor sehen méchte, und zwar in Anbetracht der vorwiegend 
endogenen Herkunft der Harnimidazolkérper und der weitgehenden 
Ausschaltung der exogenen Komponente durch Berechnung der Werte 
auf den gesamten ausgeschiedenen N. 
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Tabelle Il. Versuchsperson L. 





N der Hopkins-Fraktion Imidazol 
Datum Hohe Gesamt-N : 
mg ; ig des : mg Ny des 
m g Gesamt-N Gesamt-N 

31. VIL. 2900 18,65 290 1,55 21 0,11 
t. VEAL. 2900 18,20 181 0,99 24 0,13 
2. Viki. 2900 17,92 154 0,86 15 0,08 
3. VIII. 2900 17,35 153 0,88 35 0,20 
4. VIII. 2900 14,41 165 1,15 31 0,22 
5. VIII.*  2900—4040 20,30 232 1,14 34 0,17 
6. VIII. 2900 14,81 154 1,04 16 0,11 
7. VIII. * | 2900—4250 22,01 225 1,02 39 0,17 
8. VIII. 2900 18,88 172 0,91 38 0,20 
9. VIII. 2900 

10. VIII. * 4560 15,79 161 1,02 3 0,02 
11, VIE. 4560 10,47 78 0,75 7 0,07 
12; VER 4560 11,29 99 0,88 30 0,26 
13. VIE. 4560 9,83 80 0,81 43 0,44 
14. VIII. 4560 8,95 167. 1,86 37 0,41 
15. VIII. 4560 12,13 209 1,72 45 0,37 
16. VIII. 4560 _ - 

Li. Ved 2900 17,35 167 0,96 22 0,13 
18. VIII. 2900 

19. VIII. * 4560 _ — - 
20. VIII. * 4560 zs 
2. VE * 4560 : : 
22. VIII. 2900 21,12 225 1,06 75 0,36 
23. VIII. 2900 19,91 252 1,26 70 0,35 
24. VIII. 2900 19,03 132 0,70 51 0,26 
i ae ba 36 11,24 246 2,19 25 0,22 
15. ae 36 14,40 292 2,00 27 0,19 
10. SHE. 36 16,10 343 2,13 31 0,19 
21. 4 36 11,15 261 2,34 20 0,18 


Alle Werte sind auf die 24-Stunden-Menge berechnet. 


* Tage mit besonders groBer kérperlicher Leistung. 


Der Ubergang von 2900 auf 4560 m fiihrt nach einer anfanglichen 
Senkung zu einer erheblichen Steigerung der Imidazolausscheidung, sie 
wurde bei beiden Versuchspersonen rund doppelt so groB als im Tief- 
lande. Diese vermehrte Ausscheidung ist sicherlich durch eine vermehrte 
Einschmelzung von Kérpereiweif bedingt und steht daher durchaus in 
Parallele zu den eingangs erwahnten alteren Befunden tiber den Eiweib- 
stoffwechsel in dieser Héhenlage. Gegen Ende des Aufenthalts in der 
Capanna regina Margherita fangen bei beiden Versuchspersonen die 
Tmidazolwerte schon an etwas abzufallen. Aber die Zeit von 6 Tagen hat 
trotz des vorhergehenden Aufenthalts in rund 3000 m Hohe noch nicht 
gentigt, eine véllige Akklimatisierung zu erzielen. Es sei noch besonders 
darauf hingewiesen, daB die Imidazolausscheidung bei beiden Versuchs- 
personen durchaus gleichsinnig verlauft, obwohl bei der einen (T.) die 
Eiwei8zufuhr wahrend des Aufenthalts in der Héhe von 4560 m nur ganz 
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unwesentlich verringert wurde, hingegen bei L. sehr erheblich. Nach den 
Abstieg auf 2900 m sank die Imidazolausscheidung sofort ab. 

In einer weiteren Versuchsreihe sollte der EinfluB groBer kérper 
licher Anstrengungen in der Héhe untersucht werden. Zu diesem 
Zwecke wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen anstrengende Berg 
touren durchgefiihrt, bei denen aber die Héhe von 4000 m nie unter 
schritten wurde. Im Verlaufe dieser Bergtouren waren chemische Unter- 
suchungen natiirlich nicht méglich, aber nach Riickkehr in das 2900 m 
hoch gelegene Mosso-Institut war die Imidazolausscheidung noch 
2 Tage lang wesentlich erhéht, wenn auch bei weitem nicht so stark wie 
bei dem vorhergehenden sechstagigen Aufenthalt in der Capanna regina 
Margherita. Die Anstrengung als solche diirfte kaum einen groBen Ein- 
fluB auf die Imidazolkérperausscheidung besitzen. Dies zeigen z. B. die 
Befunde vom 5. VIII. und 7. VIIL., an welchen Tagen vom Mosso- 
Institut ausgehend anstrengende Besteigungen unternommen worden 
waren, ohne daB es zu einer vermehrten Imidazolausscheidung ge- 
kommen war. Freies Histidin wurde nie ausgeschieden. Die Brom- 
wasserreaktion in ihrer von Kapeller-Adl r mitgeteilten Modifikation 
war in simtlichen Analysenproben negativ. 

Die Hopkins-Fraktion des Harns als solche zeigt gleichfalls bei 
beiden Versuchspersonen Verainderungen. Wahrend sie im Tiefland 
bei T. und L. iibereinstimmend rund 2 % des gesamten ausgeschiedenen 
N ausmacht, ist sie bei beiden sowohl wahrend des Aufenthalts im 
Mosso-Institut als auch in der Capanna regina Margherita vermindert, 
wobei aber keinerlei GesetzmaBigkeit zwischen Héhenlage und Ver- 
minderung der Hopkins-Fraktion zu erkennen ist. Irgendwelche Schliisse 
sollen daraus nicht gezogen werden, um so mehr als die Zusammen- 
setzung der Hopkins-Fraktion in allen Einzelheiten noch gar nicht be- 
kannt ist. Die Summe der in der vorliegenden Arbeit bestimmten Sub- 
stanzen (Imidazolkérper, Kynurenin und Cystin) macht nur rund 25 bis 
30° des mit Mercurisulfat aus dem Harn fallbaren N aus. AuBerdem 
sind in dieser Fraktion noch erhebliche Mengen Harnsaure nachweisbar. 
Die verringerte N-Ausscheidung mit der Hopkins-Fraktion soll lediglich 
erwihnt werden, da sie zeigt, daB vermutlich auch noch andere Sub- 
stanzen als die Imidazolkérper in der Héhe in veranderter Menge aus- 
geschieden werden als ein weiteres Zeichen des veranderten Eiweibstoff- 
wechsels. 


Zusammenfassung. 


1. In einer Héhe von 4560 m ist die Ausscheidung der Imidazol- 
kérper mit dem Harn vermehrt. Diese Vermehrung wird auf eine Stérung 
des EiweiBstoffwechsels im Sinne einer vermehrten Einschmelzung von 
Kérpereiweif bezogen. Freies Histidin wurde nicht ausgeschieden. Es 
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wird vermutet, daB die Stérung des EiweiBstoffwechsels nur voriiber- 
gehend ist und daB sie durch die Héhe als solche und nicht durch die mit 
jeder Hochtour verbundene kérperliche Anstrengung bedingt wird. 

2. Die Ausscheidung von Kynurenin und Cystin, berechnet auf die 
Gesamt-N-Ausscheidung, zeigt in der Héhe keine Veranderungen. Es 
scheint demnach wenig wahrscheinlich zu sein, daB der intermediare 
Stoffwechsel der Aminoséuren in der Héhe wesentlich verandert ist. 
Darauf weist auch die fehlende Ausscheidung von freiem Histidin hin. 

3. Der gesamte mit Mercurisulfat aus dem Harn fallbare N (Hopkins- 
Fraktion) ist in der Héhe vermindert. 


Diese Arbeit wurde mit den Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt, der ich fiir ihre Unterstiitzung ergebenst 
danke. 


Herrn Prof. Herlitzka danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung, die 
ich im Mosso-Institut gefunden habe. 























Die Nickelsalze 
von Aminosiiuren und ihre Léslichkeiten. 
Von 
Oberstabsarzt Dr. K. Lang. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Militérarztlichen Akademie 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1939.) 


Die Aufarbeitung eines EiweiBhydrolysats gehért nach wie vor zu 
den schwierigsten und langwierigsten Aufgaben. Es ist daher verstand- 
lich, wenn nach neuen Wegen.in dieser Richtung gesucht wird. Die 
Trennung der Aminosaduren iiber ihre Schwermetallsalze ist schon ver- 
sucht worden. In erster Linie wurden dabei die Kupfersalze verwandt. 
So wurde von Brazier! ein Trennungssystem entwickelt, das von der 
verschiedenen Léslichkeit der Kupfersalze in Wasser und Methanol 
Gebrauch macht. Uber die Eigenschaften der anderen Schwermetall- 
salze mit Ausnahme der Silbersalze der Aminosauren, insbesondere iiber 
ihre Léslichkeitsverhaltnisse, liegen systematische Untersuchungen 
gréBeren Rahmens bisher noch nicht vor. Zur teilweisen Ausfiillung 
dieser Liicke soll daher im folgenden kurz iiber die Nickelsalze verschie- 
dener Aminosauren berichtet werden. 


Die Darstellung der Salze erfolgte dufch Kochen der wasserigen 
Aminosaurelésungen mit basischem Nickelcarbonat, bis keine C O.-Ent- 
wicklung mehr festzustellen war. Dann wurde siedendhei8 filtriert. Aus 
dem Filtrat, eventuell erst nach weiterem Einengen, kristallisierten die 
gesuchten Salze aus. Sie wurden aus Wasser umkristallisiert und im 
Vakuum iiber Kieselgel getrocknet. Mit Ausnahme von Asparaginsaure, 
Glutaminsaure, Serin und Oxyprolin, die griine Sirupe ergaben, wurden 
schon kristallisierte blaBviolette Kristalle erhalten. 

Glykokoll (C,H,O,N),Ni + 2 H,0: 
146,7 mg ergaben 44,6 mg NiO. 
392,5 mg verloren 58,7 mg Wasser. 
Gefunden: Ni = 23,81, berechnet 24,17 %. 
Wasser gefunden: 14,96, berechnet 14,84 %. 


! Biochem. J. 24, 1188, 1930. 
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d,l-Alanin' (C,H,O,N),Ni + 2 H,O: 

151,4 mg ergaben 40,7 mg NiO. 

230,0 mg verloren 30,7 mg H,O. 

Gefunden: Ni = 21,61, berechnet 21,68 %. 

Wasser gefunden: 13,35°%, berechnet 13,31 %. 
d, l-Aminobuttersdure (C,H,O,N),Ni + 2 H,O: 

80,1 mg ergaben 20,2 mg NiO. 

112,0 mg verloren 13,4 mg H,O. 

Gefunden: Ni = 19,82, berechnet 19,64 °%. 

Wasser gefunden: 11,96%, berechnet 12,05. 
l(+)-Valin (C;H,)0.N).Ni: 

41,4 mg ergaben 10,5 mg NiO. 

Gefunden: Ni = 19,93, berechnet 20,17 °,. 
l (—)-Leucin (C,H,,.O,N),Ni + 2 H,O: 

109,7 mg ergaben 23,3 mg NiO. 

82,9 mg verloren 8,3 mg H,O. 

Gefunden: Ni = 16,69%, berechnet 16,54 %. 

Wasser gefunden: 10,01, berechnet 10,14 %. 
d, l-Isoleucin (C,H,.O,N),Ni + 2 H,O: 

38,2 mg ergaben 8,0 mg NiO. 

48,0 mg verloren 4,8 mg H,O. 

Gefunden: 16,46%%, berechnet 16,54 %. 

Wasser gefunden: 10,00°, berechnet 10,14 %. 
d, l-Asparag ‘nsdure : 

Nichtkristallisierbarer Sirup inkonstanter Zusammensetzung. 

d, l-Glutaminsdure : 


Nichtkristallisierbarer Sirup inkonstanter Zusammensetzung. 


d, l-Serin: 


‘ Nichtkristallisierbarer Sirup inkonstanter Zusammensetzung. 


l (—)-Prolin (C,H,O.N),Ni + 2 H,O: 
262,4 mg ergaben 60,1 mg NiO. 
226,2 mg verloren 24,6 mg H,O. 
Gefunden: Ni = 18,00, berechnet 18,18 %. 
Wasser gefunden: 10,88, berechnet 11,15. 


lL (—)-Oxyprolin ; 
Konnte aus Wasser nicht kristallisiert erhalten werden. 


Die Léslichkeiten der Nickelsalze in Wasser und abs. Methanol 
sind in einer Tabelle zusammengefaBt. 
1 Die von Orlow, Chem. Centralbl. 1897, II, 193, beschriebene Ver- 


bindung mit 4 Molekiilen Kristallwasser wurde nicht erhalten. 
Biochemische Zeitschrift Band 301. 25 
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Tabelle. Léslichkeiten der Nickelsalze der Aminosauren bei 24,5 
in Wasser und abs. Methanol. 





In 100cem Lésung sind g Substanz gelést 


Wasser Methanol 
OT ee ore ere grr gee 2,74 0,009 
PAR MMNINRD 85 15S chies 4k tardies ol pei 0,91 0,020 
d, 1-Aminobuttersaure ........... 2.25 0,027 
De Ao a o> Sein ohiercnlee Cae 0,39 7,90 
a | ee A ek ee 0,030 0,043 
GT. dnc se 6 3 dnsblwownds 0,095 3,36 
Efe ioc Sie oopnacal diet aogio-n 19,07 15,02 
b=) ORG BPOUN sci oeiiakaewess auBerst leicht léslich - 
OE ee eee er ee a mn me 0,014 
d, ]-Asparaginsfure ............. 2 99 » 0,225 
d, 1-Glutamins&ure .............. re s ¥ 0,011 


Da zum Teil erhebliche Léslichkeitsunterschiede bestehen, wurde 
versucht, ein EiweiBhydrolysat tiber die Nickelsalze aufzuarbeiten. 
100 g Witte-Pepton wurden mit Schwefelséure hydrolysiert, die Hexon- 
basen in tiblicher Weise mit PWS ausgefallt und die Monoaminosaure- 
fraktion nach Entfernung von Schwefelsiure, Baryt und PWS mit 
Nickelcarbonat gekocht. Das Gemisch der erhaltenen Nickelsalze erwies 
sich aber als ein unerfreulicher Sirup, von dessen weiterer Aufarbeitung 
Abstand genommen wurde. : 


Zusammenfassung. 


Es werden die Nickelsalze von Glykokoll, Alanin, Aminobuttersaure, 
Valin, Leucin, Isoleucin, Asparaginséure, Glutaminsaure, Serin, Prolin 
und Oxyprolin beschrieben. 

Eine Aufarbeitung von EiweiBhydrolysaten tiber die Nickelsalze 
ist nicht empfehlenswert. 
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Uber allgemeine Stoffwechselwirkungen des Nicotins. 
Von 
Wolfgang Heller. 
(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat in Berlin.) 
(Eingegangen am 23, Mai 1939.) 

Die vorliegende Untersuchung stellt eine Fortsetzung von Arbeiten 
dar, die im hiesigen Laboratorium unter Leitung von Prof. Bickel bereits 
friiher tiber physiologische Wirkungen von Nicotin und Tabakrauch 
ausgefiihrt wurden [Ratner (1), Ollendorf (2), Skaller (3)|. Wenn die 
vorliegende Untersuchung sich mit der Wirkung des Nicotins als Rein- 
substanz beschaftigt, so bin ich mir bewuBt, daB beim genuBmittel- 
maBigen Gebrauch des Tabaks das reine Nicotin unter den Wirk- 
stoffen nur eine beschrankte Rolle spielt. Will man aber die Wirkung 
des Tabakgenusses auf den K6rper nach einer neuen, bisher uner- 
forschten Richtung studieren, dann ist es gewif} zweckmaBig, die 
Versuche zunachst mit dem reinen Alkaloid und erst spater mit Tabak- 
rauch auszufiihren. 


Der EinfluB des Tabakrauches und des Nicotins auf Lunge, Herz 
und GefaBsystem, Verdauungsorgane, tiberhaupt auf das Nervensystem 
und besonders auf seine vegetative Komponente ist haufig untersucht 
worden; auch Blutzuckerveranderungen hat man beobachtet, die wahr- 
scheinlich durch eine vermehrte Adrenalinausschiittung ausgelést 
werden. Dagegen sind allgemeine Wirkungen auf den Stoffwechsel, ins- 
besondere solche auf den Zwischenstoffwechsel bisher nicht bekannt 
geworden. Es ist also gerade die zentrale Funktion im Kérpergeschehen 
beim Studium unberiicksichtigt geblieben, oder es ist bei diesbeziiglichen 
Untersuchungen mangels der Anwendung geeigneter Methodik nichts 
gefunden worden. Nachdem die Gesundheitsfiihrung unseres Staates 
den Kampf gegen den TabakmiBbrauch im allgemeinen und besonders 
bei den Jugendlichen aufgenommen hat, war es im héchsten Grade er- 
wiinscht, etwas Genaueres dariiber zu erfahren, ob allgemeine Stoff- 
wechselwirkungen mit dem NicotingenuB vergesellschaftet sind. 

Bei den Beziehungen, die das Nicotin bekanntlich zu dem vege- 
tativen Nervensystem hat, muBte man vor allem daran denken, dab iiber 
die Zentren des Stoffwechsels Anderungen in demselben durch Nicotin- 
genuB entstehen kénnten. Man muBte eine Beeinflussung der oxydativen 
Leistungen des Organismus erwarten, mochten diese nun am Grund- 
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umsatz, an der Lage der Harnquotienten C : N und Vakat-O: N oder an 
beiden erkennbar sein. 

Es wurden Versuche an drei Gruppen von je zehn weifen Ratten an- 
gestellt, die bei einem qualitativ und quantitativ genau definiertem Futter 
zusatzliche Gaben von reinem Nicotin bekamen. Dann wurde das Verhalten 
der genannten Harnquotienten in einer Periode ohne Nicotingabe und einer 
folgenden Periode mit zusatzlicher Nicotingabe ermittelt. Ich wahlte die 
Harnquotientenuntersuchung, weil sie neben gewissen Einblicken in die 
quantitativen Verhaltnisse bei den Oxydationen uns vor allem iiber deren 
Qualitat AufschluB gibt. 

Jeder Versuch setzte sich also aus zwei Perioden zusammen. Wahrend 
dieser Zeitspannen wurden den Tieren taglich gleiche Mengen desselben 
Futters gegeben, das sie stets quantitativ verzehrien. Die Nahrung, wie sie 
in der folgenden Tabelle verzeichnet ist, wurde in Breiform verfiittert. Die 
in ihr enthaltenen Vitamintrager, Citronensaft und Lebertran, wurden erst 
nach dem kurzen Aufkochen der iibrigen Komponenten und Wiedererkalten 
hinzugefiigt. In der zweiten Periode eines jeden Versuchs bekamen je zehn 
Ratten zusatzlich zu der in den Tabellen genannten Nahrung noch 0,0005 g 
Nicotin. Dieses wurde in groBer, wasseriger Verdiinnung dem Brei ebenfalls 
nach dem Aufkochen und Wiedererkalten beigemischt. Jede Periode 
dauerte 7 Tage. Die Analysen wurden stets an den letzten 5 Tagen jeder 
Periode gemacht. 

Zunachst war beabsichtigt, das nicotinhaltige Futter 14 Tage lang zu 
geben. Aber schon zu Beginn der zweiten Woche verweigerten die Tiere die 
Nahrung in groBem Umfange. Die weitere Durchfiihrung des ersten Versuchs 
wurde unmdglich, weil sich nunmehr-die Unterernahrung auf die Gestaltung 
der Harnquotienten auswirkte. Die dritte Periode des ersten Versuchs 
konnte aus diesem Grunde nicht verwertet werden. In der dritten Periode 
der beiden folgenden Versuche sollte durch Auslassen der Nicotingaben 
die Riickkehr zu den Werten der ersten nicotinfreien Periode erzielt 
werden. 

In den Nicotinperioden stiegen die Harnquotienten langsam an und 
zeigten wahrend der dritten Perioden in der Tat eine riicklaufige Tendenz. 
Der Anstieg im Verlauf der zweiten Perioden war deutlich. C: N erhob 
sich von 1,05 im Versuch I auf 1,43, im Versuch II von 0,96 auf 1,37, 
bei Versuch III von 0,96 auf 1,37 als héchsten Wert. Vakat — O/N 
stieg im Versuch I von 1,74 auf 2,30, im Versuch II von 1,81 auf 2,72 
und bei Versuch IIT von 1,84 auf 2,72 als Maximum. In allen Fallen war 
der Grund fiir den Anstieg der Harnquotienten vor allem die Vermin- 
derung der Harn-N-Werte. In Versuch II und III spielte die Anderung 
der C und Vakat-O-Werte praktisch tiberhaupt keine Rolle, wahrend bei 
Versuch I die Quotientensteigerung gleichzeitig auch in einem gewissen 
Umfange durch eine Vermehrung der C- und Vakat-O-Werte bedingt 
war. Die Grébenordnung der Quotientensteigerung war bei allen Ver- 
suchen die gleiche. 

Es zeigt sich also auch hier wieder, wie haufig bei solechen Versuchen, 
dap unter gleichen duBeren Versuchsbedingungen verschiedene Tiergruppen 
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unterschiedliche Wege erkennen lassen, auf denen das gleiche Resultat einer 
Harnquotientenerhdhung von bestimmtem Umfange erreicht wird. Im 
iibrigen war das Verhalten der Tiere unverandert. Das Kérpergewicht 
blieb konstant bis zum Ende der I. Nicotinperiode, sank aber in den 
ersten Tagen der II. Nicotinperiode des I. Versuchs bereits stark. Die 
Harnmengen waren ziemlich gleichmabig, nur an den beiden letzten 
Tagen der Nicotinperiode des III. Versuchs aus unbekannten Griinden 
ein wenig vermindert. 

Ubereinstimmend an 3 Gruppen von je 10 Ratten konnte in den 
Versuchen festgestellt werden, da bei taglichen Nicotingaben von etwa 
0,17 mg pro kg Kérpergewicht, auf den 70 kg schweren Menschen um- 
gerechnet also etwa 10 mg reines Nicotin, zu deutlicher Anderung des 
Stoffwechsels im Sinne einer dysoxydativen Stoffwechsellage fiihrt. 
Man kann also sagen, da die allgemeine Stoffwechselwirkung des Nicotins 
sich duBert in einer Hemmung der oxydativen Leistungen. Es muB noch 
besonders erwahnt werden, da der Harn der Ratten stets frei von Ei- 
weiB, Zucker oder anderen reduzierenden Substanzen war. 


Experimenteller Teil. 


Die Tiere werden in Stoffwechselkafigen gehalten, die es gestatten, 
Harn und Kot getrennt zu sammeln. Der Gehalt des jeweils verfiitterten 
Nahrungsgemisches an Fetten, Kohlehydraten, Vitaminen, Mineralstoffen 
und Wasser ist immer gleich. Der Gesamtstickstoff ist ebenfalls identisch 
und entspricht pro Ratte und Tag dem N-Gehalt von 1 g Casein und den 
Spuren N in der Kartoffelstarke. In Vorversuchen wird zunichst der 
Stickstoffgehalt des Nahrungsgemisches nach der Kjeldahlschen Halbmikro- 
methode festgestelit. Im 24stiindigen Sammelurin jeder Tiergruppe werden 
dann der Stickstoff ebenfalls nach der Kjeldahlschen Methode, der Kohlen- 
stoff nach der Mikromethode von Nicloux-Osuka (4) und der Vakatsauer- 
stoff — d. h. diejenige Sauerstoffmenge, die der dysoxydablen Harnsubstanz 
zur vollstandigen Oxydation zugefiihrt werden muB — nach der Mikro- 


methode von Miiller-Kanitz (5) ermittelt. 


Die nachfolgenden Tabellen zeigen die gewonnenen Ergebnisse. 


Tégliches Futter fiir zehn Ratten. 


Es enthielten: 1 g Casein 0,1234 ¢ N, 1g Kartoffelstarke 0,0008 g N. 
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Versuch I. Analysentabelle. Zehn Ratten. 





Analysen- Kdérper- Harn- , Harn- : 
tag gewicht | menge Hartn-C yakat-o Harn-N CIN Vakat-O/N 
Nr. g ecm mg mg mg 


1. Periode: Casein. 


1 310 205 720 1039 672 1,07 1,55 

2 310 255 551 946 530 1,04 1,79 

3 312 220 653 1071 610 1,07 1,76 

4 312 200 676 1258 666 1,01 1,89 
Periodendurchschnitts- 

WED o.oo sce 650 1078 620 1,05 1,74 


2. Periode: Casein + 0,0005 g Nicotin. 


5 312 225 840 1335 652 1,29 2,05 
6 312 210 780 1260 547 1,43 2,30 
7 312 125 656 1092 483 1,36 2,26 
8 312 100 658 1167 560 1,18 2,08 


Periodendurchschnitts- 
Oe ee A aa 734 1213 560 1,31 2,16 


Versuch Il. Analysentabelle. Zehn Ratten. 


Vakat-O/C 





Analysen- Kdérper- Harn- ? ve Harn- ; ‘ 
tag gewicht menge Harn-C  yakat-o Harn-N C/N Vakat-O/N 
Nr. Z ecm mg mg mg 


1. Periode: Versuchsnahrung ohne Nicotin. 


1 295 230 762 1441 828 0,91 1,74 

rs 295 215 649 1138 626 1,03 1,82 

3 296 220 609 1027 567 1,07 1,81 

4 295 235 478 971 526 0,91 1,84 

5 295 245 478 1013 535 0,89 1,89 
Periodendurchschnitts- 

MOH SES 593 1118 616 * 0,96 1,81 

2. Periode: Versuchsnahrung +- 0,0005 g Nicotin. 

6 295 200 516 1005 481 1,07 2,08 

7 295 250 697 1273 536 1,30 2,38 

8 295 250 599 1120 483 1,24 2,32 

9 296 215 555 1118 403 1,37 2,72 

10 295 225 591 1140 466 Pe | 2,45 
Periodendurchschnitts- 

SE ae ana 592 1131 474 1,25 2,39 


3. Periode: Versuchsnahrung ohne Nicotin. 


11 293 150 532 972 494 1,07 1,97 
12 292 150 617 1100 563 ‘ 1,95 
13 292 100 471 920 442 1,06 2.08 


Periodendurchschnitts- 
Sn eS ae 540 998 500 1,08 2,00 


Am 9. Analysentag ist 0,001 g Nicotin verfiittert worden. 
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Versuch III. Analysentabelle. Zehn Ratten. 





Analysen-| Kérper- Harn- : : Harn- ? 
tag gewicht menge Harn-C  yakat-o | Harn-N qin ss Vakat-O/N. Vakat-0/C 
Nr. g ecm mg mg mg 


1. Periode: Versuchsnahrung ohne Nicotin. 


1 293 230 697 1349 753 0,92 1,79 1,94 

2 294 205 689 1290 683 1,01 1,89 1,87 

3 294 235 608 1018 586 1,04 1,74 1,68 

4 294 250 511 1067 553 0,92 1,93 2,09 

5 294 245 487 989 528 0,92 1,85 2,01 
Periodendurchschnitts- 

RR ene 598 1141 621 0,96 1,84 1,91 

2. Periode: Versuchsnahrung + 0,0005 g Nicotin. 

6 293 190 621 1195 601 1,03 1,99 1,92 

7 293 235 616 1228 510 1,21 2,41 1,99 

8 293 255 607 1108 489 1,24 2,27 1,83 

9 294 205 529 1066 385 1,37 2,72 2,02 

10 293 195 633 1118 486 1,30 2,30 E72 
Periodendurchschnitts- 

WIG S55 obec caves 601 1143 494 1,22 2,31 1,90 

3. Periode: Versuchsnahrung ohne Nicotin. 

11 286 100 553 1095 531 1,04 2,06 1,98 

12 285 90 694 1344 693 1,00 1,94 1,94 

13 285 85 431 872 428 1,00 2,03 2,02 
Periodendurchschnitts- 

WON 4 oO ae cree 559 1103 551 1,01 2,00 1,97 


Am 9. Analysentag ist 0,001 g Nicotin verfiittert worden. 


Ubersichtstabelle. 





: K6érper- - Harn- . 
Periode gewicht Harn-( Vakat-O Harn-N CIN Vakat-O/N  Vakat-0/C 
Nr. g mg mg mg 


Versuch I. 10 Ratten. 


1 311,0 650 1078 619 1,05 1,74 1,66 
2 312,0 734 1213 560 1,31 2,16 1,65 
Versuch II. 10 Ratten. 

1 295,2 593 1118 616 0,96 1,81 1,89 
2 295,2 592 1131 474 1,25 2,39 1,91 
3 292,3 540 997 500 1,08 2,00 1,85 
Versuch III. 10 Ratten. 

1 293,8 598 1141 621 0,96 1,84 1,91 
2 293.2 601 1143 494 1,22 py 1,90 
3 285,3 559 1103 551 1,02 2,00 1,97 
Literatur. 

1) Ratner, Pfliigers Arch. 113, 198, 1908. — 2) Ollendorf, Therapeutische 
Monatshefte 13, Heft 6, 1909. — 3) Skaller, Zur Pathogenese der Super- 
secretio nicotinica. Internat. Beitr. z. Pathologie u. Therap. d. Ernahirungs- 
stoérungen, 5, Heft 1, 8.1. Verlag Hirschwald, Berlin. — 4) Osuka, diese 


Zeitschr. 246, 104, 1932. — 5) Kanitz, ebenda 257, 361, 1933; 249, 234, 1932. 























Uber die Bestimmung von Cytochrom ¢ in Geweben. 
Von 
Akiji Fujita, Toju Hata, Isamu Numata und Masanobu Ajisaka. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 11. April 1939.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Cytochrom ist seit Kei/in! schon vielfach untersucht und dessen 
Bedeutung als einer der wichtigsten Wasserstoffiibertriger bei der Zell- 
atmung durch Keilin? und Warburg? hervorgehoben worden. Uber die 
Reihenfolge der Wasserstoffiibertragung durch die einzelnen Cytochrom- 
komponenten wurden von Ball4 und Kaki, iiber das oxydierende System 
,, Indophenoloxydase‘‘ als eine Zusammensetzung von Cytochrom ¢ und 
Cytochromoxydase von Keilin® und Stotz?, von den reduzierenden 
Systemen iiber Flavoprotein von Theorell’, iiber ,,Diaphorase*‘ von 
Euler ® (,,coenzyme factor‘ von Dewan und Green!) und iiber C,-Dicar- 
bonsaure von Szent-Gyérgyi! eingehende Untersuchungen ver6ffentlicht. 


Cytochrom c wurde zuerst von T'heorell}2 in fast reinem Zustande 
dargestellt und die Methodik von Keilin!3 verbessert. Wir14 haben eben- 
falls davon unabhangig eine einfache Darstellungsmethode berichtet und 
neuerdings genau beschrieben, Obwohl alle diese Methoden zur Dar- 
stellung von reinem Cytochrom c geeignet sind, so sind sie doch nicht zu 
seiner Bestimmung anwendbar. Die quantitative Bestimmung von Cyto- 
chrom c ist bei der reinen Lésung sehr einfach, aber in Geweben ist sie 
infolge der Gegenwart von Farbstoffen, wie Hamoglobin und Flavin, 
sowie einer durch EiweiB, Glykogen usw. hervorgerufenen Triibung 
nicht ohne weiteres méglich. Bisher wurde von keiner Methode zur 
Bestimmung von Cytochrom ¢ in Geweben berichtet. Haas!* hat zwar 
als Cytochrom c-Gehalt der Hefe pro mg Trockengewicht etwa 10-3 cmm 


' Proc. Roy. Soc. London (B) 98, 312, 1925; vgl. Keilin, Ergebn. d 
Enzymforsch. 2, 239, 1933; Shibata, ebenda 4, 348, 1935. 2 Proc. Roy. Soc. 
London (B) 104, 206, 1929. — ? Naturw. 22, 207, 441, 1934. — 4 Diese Zeitschr. 
295, 262, 1938. — 5° Zeitschr. f. physiol. Chem. 254, 27, 1938. — ° Keilin u. 
Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 125, 171, 1938. — 7 Stotz, Sidwell u. 
Hogness, J. of biol. Chem. 124, 733, 1938. — § Diese Zeitschr. 288, 317, 
1936. — ® Naturw. 26, 187, 676, 1938. — !° Biochem. J. 82, 626, 1938. — 
11 Studies on biological oxidation 1937. — !* Diese Zeitschr. 285, 207, 1936. — 
18 Keilin u. Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 122, 298, 1937. — 4 Fujita 
u. Kodama, Nippon Seikagakkai-Kaiho 10, 193, 1935. — ' Ajisaka, Saka- 
moto u. Hata, Saikingaku-Zasshi 516, 81, 1939. -—— 1° Haas, Naturw. 22, 
207, 1934. 
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Cytochrom-c-Fe (also 2,5 - 10-3 » Cytochrom-c-Fe) angegeben, aber die 
genaue Bestimmungsmethode wurde bisher nicht veréffentlicht. Euler! 
gab an, daB im Herzmuskel mindestens 0,14 Cytochrom-c-Fe pro g 
(also 4,1 mg®, Cytochrom c), im Jensen-Sarkom weniger als 3 y Cyto- 
chrom ¢ (also weniger als 0,3 mg®,), in Lunge und Milz auch sehr 
wenig enthalten sei. Diese Zahlen sind aber nur als Schatzung zu be- 
trachten. Genaue Werte wurden bisher nicht berichtet, obwohl Cyto- 
chrombanden qualitativ in Bakterien? sowie in tierischen Geweben® 
vielfach untersucht worden sind. 

Es ist uns jetzt gelungen, den Cytochrom-c-Gehalt der Gewebe 
quantitativ zu bestimmen, und zwar folgendermaBen : 

1. Extraktion des Cytochromsc¢ aus dem Gewebe mit Schwefel- 
saure und Ammoniakloésung. 

2. Durch Zusatz einer geeigneten Menge Ammoniumsulfat und 
Erwarmen wird das Hamoglobin vollstandig beseitigt. 

3. Bei Zusatz von Aceton zur Lésung des Cytochroms c in Ammo- 
niumsulfat geeigneter Konzentration sammelt sich das Cytochrom ¢ in 
der Zwischenschicht und wird von anderen stérenden Beimengungen 
befreit. 

4. Durch Lésen in NaOH von geeigneter Konzentration wird das 
Cytochrom c vollkommen oxydiert. 

5. Durch Hydrosulfitzusatz wird das Cytochrom ec vollkommen in 
reduzierte Form umgewandelt. 

6. Der Cytochrom-c-Gehalt wird durch Bestimmung des Extink- 
tionsunterschieds bei 550 my. zwischen der reduzierten und oxydierten 
Form berechnet. Dadurch werden etwa vorhandene nichtoxydoreduk- 
tive Farbstoffe oder Triibungen belanglos. 


I. Bestimmungsmethode. 


Reagenzien. 1. n H,SO,, 2. 2n Ammoniak, 3. 50° ige Ammonium- 
sulfatlésung, 4. Aceton, 5. 25 °,ige Ammoniumsulfatlosung, 6. n/10 NaOH, 
( 
7. n NaOH, 8. Natriumhydrosulfit. 


Aus/jiihrung. 
1. Schritt. 42g Gewebe wird im Morser mit Glaspulver zerrieben, 


xecem Wasser zugesetzt und gut gemischt. Dann setzt man 52 ccm 


1 Euler u. Hellstrom, Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 159, 1938. 
* Keilin, Proc. Roy. Soc. London (B) 98, 312, 1925; Yaot u. Tamiya, Proc. 
Imp. Acad. 4, 436, 1928; Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 278, 186, 1934; 
Tamiya u. Yamaguchi, Acta Phytoch. 7, 233, 1933. 3 Bierich, Rosen- 
bohm u. Kalle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 207, 1927; Yaoi, Tamiya 
u. Nakahara, Proc. Imp. Acad. Jap. 4, 433, 1928; Huszak, diese Zeitschr. 
298, 137, 1938. 
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n H,SO, zu und mischt griindlich. Dazu werden noch 2 2cem 2n 
Ammoniaklésung gegeben, gut geriihrt und nach kurzem Stehenlassen 
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird zur Bestimmung 
verwendet, sie entspricht einem Gewebeextrakt 1 : 3. 

Dieser Extrakt ist bei den meisten Geweben braunlich, bei den 
weiBen Muskeln und Pankreas weiblich getriibt, Spektroskopisch 
findet man aufer Cytochrom c noch sehr starke Hamatinbanden 
(630 bis 650 my). 

2. Schritt. Zum Filtrat 1 wird ein gleiches Volumen 50° iger 
Ammoniumsulfatlésung zugesetzt, gemischt, 10 Minuten im Wasserbad 
von 55° belassen und filtriert. (Zentrifugieren ist zwecklos.) Das Filtrat 
entspricht einem Gewebeextrakt 1: 6. 

In diesem Extrakt ist keine Himatinbande mehr zu konstatieren. 

3. Schritt. a@ecem Filtrat wird in einen MeBzylinder gebracht, 
2acem Aceton zugesetzt und gut gemischt. Nach einigem Stehen 
scheiden sich in der Fliissigkeit drei Schichten ab. Die obere ist die 
Acetonschicht, die untere die Ammoniumsulfatlésung ; das Cytochrom c 
sammelt sich vollkommen in der Zwischenschicht. Ein Teil der oberen 
und unteren Fliissigkeit wird mittels Kapillarpipette mit Gummikappe 
beseitigt. Die Zwischenschicht wird quantitativ mit einem Teil der 
Fliissigkeit der unteren Schicht in ein Zentrifugierglas gebracht. Dazu 
gibt man noch die Fliissigkeit der oberen Schicht (mehr als die Halfte 
der unteren). Durch das Zentrifugieren wird die Zwischenschicht zu 
einer scheibenartigen Masse. Man beseitigt die obere und untere Fliissig- 
keit méglichst vollstandig und befreit die Zwischenschicht im Zentri- 
fugierglas durch Evakuieren vom Aceton. Wenn sich im Filtrat viel 
Flavin oder adrenalinartige Substanzen befinden, wird die Scheibe in 
25° ,iger Ammoniumsulfatlésung nochmals gelést und der Vorgang 
nach Zusatz der doppelten Menge Aceton wiederholt. 


Anmerkungen. 

1. Es ist ratsam, zuletzt alle Zwischenschichten zu vereinen, selbst 
wenn man die Scheibenbildung in vielen Zentrifugierglasern getrennt vor- 
genommen hat. 

2. Die Beseitigung des Acetons aus der Scheibe muB méglichst voll- 
standig sein, sonst wird die nachfolgende Auflésung in NaOH erschwert. 

3. Bei der Nebenniere muS8 die Beseitigung der adrenalinartigen 
Substanzen méglichst vollstandig sein, sonst entsteht nach Zusatz von 
NaOH eine unbestandige rotbraune bis gelbbraune Farbe und die Messung 
wird dadurch schwieriger. 

4. Schritt. Die Scheibe wird in 1 cem n/10 NaOH gelést und 
zentrifugiert. 

1. Wenn die iiberstehende Fliissigkeit getriibt ist!, so wird noch 
3,0 com n NaOH zugesetzt und gut gemischt. Nach Zusatz von 2,0 ccm 


! Bei geringer Triibung kann man ruhig nach 2. arbeiten. 
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Aceton und nochmaligem Mischen wird zentrifugiert. Der Niederschlag 
wird in 1 cem n NaOH gelést, 0,5 cem Aceton zugesetzt, gemischt und 
wieder zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird mit der ersten 
vereint und wenn notig der gleiche Vorgang wiederholt. Aus der Lésung 
wird der Aceton durch Evakuieren beseitigt und durch Wasserzusatz 
die Endkonzentration auf etwa 0,2 n NaOH gebracht. 


2. Wenn die iiberstehende Fliissigkeit klar bleibt, so gibt man 
noch 3,0 cem n/10 NaOH und 2 cem Aceton hinzu. Nach dem Zentrifu- 
gieren wird der Niederschlag in 1 cem n 10 NaOH gelést und 0,5 cem 
Aceton zugesetzt. Dies wird eventuell wiederholt und die iiberstehenden 
Fliissigkeiten vereint. Durch Evakuieren wird der Aceton beseitigt und 
die Endkonzentration durch Zusatz von n NaOH und Wasser auf etwa 
0,2n NaOH gebracht. 

Das Flissigkeitsvolumen sei b ccm. Ist eine Triibung vorhanden, 
so wird nochmals zentrifugiert. Das Cytochrom ¢ liegt véllig in der 
Oxyform vor. 

Anmerkungen. 


1. Bei der Leber ist n/10 NaOH, bei den iibrigen Geweben gewoéhnlich 
n NaOH zu nehmen. Bei der Leber wird die Scheibe in mehr als dem 
vierfachen Volumen n/10 NaOH gelést. Da unter diesen Bedingungen das 
Cytochrom ¢ in dem Niederschlag ziemlich gleichmaéBig verteilt ist, fiihrt 
man die Bestimmung in einem aliquoten Teil desselben aus und berechnet 
daraus die Gesamtmenge. 

2. Bei der Lésung des Niederschlags in NaOH wird die Fliissigkeit 
durch Freiwerden anderer Farbstoffe manchmal noch mehr gefarbt oder 
getriibt als die erste. In solchen Fallen ist es besser, die zweite Lésung zu 
verwerfen und die Gesamtmenge dem Volumen nach zu berechnen. 

3. Cytochrom ¢ wird in 0,2n bis n NaOH sofort in die Oxyform 
umgewandelt, aber in n/10 NaOH verlauft die Umwandlung langsamer. 
Bei der Berechnung ist darauf zu achten, daB die spektroskopisch zu unter- 
suchende Lésung keine reduzierte Form (550 myu-Bande) enthalt. Bei zu 
starker Alkalitit ist das Oxyeytochrom ¢ auch nach Zusatz von Hydro- 
sulfit leicht oxydabel und die Bestimmung wird erschwert, weshalb die 
Konzentration auf etwa 0,2n zu bringen ist. 


4. Bei Herz und Muskel lést sich die Scheibe bei Anwendung einer 
starkeren Konzentration als 0,2n NaOH ohne weiteres klar auf. 

5. Schritt. Die Lésung des Oxycytochroms ¢ wird in die Kiivette 
(10 mm) gebracht und im Pulfrich-Photometer (Filter 8 55) gemessen. 
Dieser Wert sei Ep. 

Dann gibt man ein wenig Na-Hydrosulfit dazu und miBt wieder. 
Dieser Wert sei Ey. Um zu priifen, ob die Reduktion vollkommen ist, 
fiigt man noch etwas Hydrosulfit hinzu. Wenn der Wert EF,» gleich- 
bleibt, so ist die Reduktion bereits vollstandig, sonst setzt man mehr 
Hydrosulfit zu bis zum Konstantwerden des E,-Wertes. 
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Berechnung. 


Der zu bestimmende Gehalt des Cytochroms ¢ im Gewebe (x mg®,) 
wird nach folgender Formel berechnet. 


a " 6b 
x = (Ex — E,)-239- 
a 
Sind auBer Cytochrom c keine absorbierenden Substanzen an- 
wesend, so stimmt x mit 2’ der folgenden Formel iiberein. 


, 7 6b 
x’ = Ep-104-—- 


Anmerkung. 

Die f-Werte dieser Berechnung wurden mittels eines nach Keilin dar- 
gestellten Cytochrom-c-Praparats! bestimmt, unter der Voraussetzung, daB 
es 100 °oig rein sei; wenn die Reinheit aber etwas kleiner als 100 % ist, dann 
miiBte der f-Wert dementsprechend kleiner sein. 


Versuchsbeispiel, zugleich ein Zusatzversuch. 

12 g Gewebe wurden mit 3cem Wasser bzw. Cytochrom-c-Lésung 
(etwa 1,5 mg) behandelt. Vom Filtrat des 1. Schrittes wurden 20 ccm 
(entsprechend 20/36 der Gesamtmenge) genommen. Im 2. Schritt werden 

20 30 5 
30cem (a) Filtrat verwendet (entsprechend 36 . * 12 der Gesamtmenge). 
Es war klar und etwas gelblich griin. Im 4. Schritt wird die Scheibe 
in 4,0cem n/10 NaOH gelést. Nach Zusatz von Aceton und nach Ver- 
treiben desselben durch Evakuieren wird der Niederschlag (sein Volumen 
betragt unter '/,, des Gesamtvolumens) verworfen, 0,5cem n NaOH zu- 
gesetzt und mit Wasser auf 5,0 cem (b) aufgefiillt. 

Die mit Zusatz von Cytochrom gemessenen Werte waren: 


Ex, — Ey = 0,165 — 0,110 = 0,055, 


0 
ohne Zusatz von Cytochrom: 
E, — Ey = 0,040 — 0,030 = 0,010, 
E, entsprechend dem zugesetzten Cytochrom: 
0,055 — 0,010 0,045. 
Umgerechnet auf die Konzentration der zugesetzten Lésung: 
9 = 


12 5 
0,045» —, ‘ = 0,180. 


E des Gemisches von 3,0 ccm zugesetzter Cytochromlésung + 1,0 cem 
0.4n NaOH + 1leem 0,5n NaOH: 


E, — Eo = 0,305 — 0,200 = 0,105. 


1 Vgl. Experimenteller Teil. 
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Umgerechnet auf die unverdiinnte Lésung: 


”» 
0,105 +. 0.175. 


Die zugesetzte Menge wurde also innerhalb der Fehlergrenze voll- 
kommen wiedergefunden. 
Der Cytochromgehalt im Gewebe war: 
6b 


5:6 
z = (Ep — Ey): 239: oe 0,010 - 239 - "ae 2,39 mg®,. 


Zur Priifung wurde 2’ aus dem E,-Wert berechnet. 
: : 6b 5-6 
x = E,-104- = 0,040 - 104 --, = 4,15 mg. 
a 30 
Es liegt also in diesem Falle eine bedeutende Menge absorbierender 
Substanzen auBer Cytochrom ec vor. 
Ahnliche Resultate konnten wir in vielen Fallen, wie bei Gehirn, 
Leber, Herz usw., erhalten. Im Herzmuskel war die Beimengung der 
absorbierenden Substanzen auBer Cytochrom ec am geringsten. 


, 


Versuchsteil. 
1. Extraktion von Cytochrom c¢ aus Gewebe. 


Zur Extraktion von Cytochrom ¢ aus Gewebe versuchten wir folgende 
Sauren und Basen: 

Trichloressigsiure, Trichloressigsiure mit Schwefelsaure, Trichlor- 
essigsaure mit Ammoniumsulfat, Metaphosphorsaure, Metaphosphorsaure 
mit Schwefelsiure, Trichloressigsiure mit Ammoniak, Trichloressigséure 
mit Natriumchlorid, Oxalsiure, Oxalsiure mit Ammoniak. In keinem Falle 
konnten wir Cytochrom ¢ ohne Beimengung von Hamoglobin quantitativ 
extrahieren. Daher suchten wir die Bedingungen, unter denen Cytochrom ¢ 
quantitativ extrahiert wird und zugleich méglichst wenig Hamoglobin und 
Triibung im Filtrat vorkommen (vgl. Tabelle I). 


Tabelle I. 
5 g Rindermilz + 5cemn H,SO, + 2 ccm 2n Ammoniak — zentrifugieren 
— Filtrat untersuchen. 





zr ecm Himochromogen- 


2n Ammoniak Tribungsgrad Farbe reaktion 
2,5 +44 rotbraun +++ 
2,0 +. braun + 
17 } gelbbraun + 
1,5 1. ie Ee 
1,0 = rotbraun ++ 

Wasser 1,0 +++ dunkelrotbraun ++++ 


Wir fanden folgendes Verfahren am giinstigsten: 4g Gewebe 
+ leem Wasser ~ mit Glaspulver zerreiben — -—5cem n H,SO, 
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- durchmischen —> + 2 cem 2 n Ammoniakl6sung — mischen —> einige 
Zeit stehenlassen —- zentrifugieren — Extrakt (1: 3). 
Unter diesen Bedingungen wird das zugesetzte Cytochrom ¢ voll- 
kommen wiedergefunden. 
2. Beseitigung der Blutbestandteile. 


Da das nach 1. erhaltene Filtrat Blutbestandteile enthalt, ver- 
suchten wir das Hamatin quantitativ zu beseitigen. Wie aus den 
Ergebnissen von Tabelle II ersichtlich ist, schwebte das Hamatin nach 
5 Minuten langem Erwarmen der 25°,igen Ammoniumsulfatlésung 


Tabelle II. 


5 g Rindermilz + 2 cem 40 °4ige Ammoniumsulfatl6sung — bei 54° C stehen- 
lassen — zentrifugieren — Filtrat untersuchen. 





ccm Endkonzentration Triibung im Filtrat werner 
40 °/oige Ammo- des Ammoniumsulfats ~ steers a <P niaaal 
niumsulfatlésung lo 55°, 5 Min. 55°, 1 Std. — 

1,7 10,1 +++ ++ Er? 

3,0 15,0 aR. v 

5,0 20 + == = 

8,5 25 3 : 

5,0* 20 — 


* Statt Milzextrakt wurde himolysierte Blutlésung (1:40) verwendet. 


auf 55° C an der Oberflache der Lésung und war im Filtrat nicht mehr 
nachweisbar. Ahnliche Versuche mit hamolysierter Blutlésung oder mit 
Milz nach Zusatz von Blut hatten das gleiche Ergebnis. Unter diesen 
Bedingungen konnten wir das zugesetzte Cytochrom c vollkommen 


wiederfinden. 
3. Abscheidung des Cytochroms ec. 


Wenn man der Lésung des Cytochroms ¢ in 25°, iger Ammonium- 
sulfatlésung etwas Aceton zusetzt, so wird diese emulsionsartig. Bei 
weiterer Zugabe von Aceton sammelt sich das Cytochrom c¢ in der 
Zwischenschicht, beim Zusatz zu groBer Acetonmengen scheidet sich 
ein weiBer Niederschlag (wahrscheinlich Ammoniumsulfat) aus. Wie 
Tabelle III zeigt, ist es am giinstigsten, die doppelte Extraktmenge an 
Aceton zuzusetzen. Wenn man zuerst Aceton und dann Ammonium- 
sulfat zugibt, so wird die Cytochrom-c-Abscheidung unvollkommen, 
das Ammoniumsulfat muB also immer vor dem Aceton zugesetzt werden. 
Das py-Optimum fiir die Abscheidung von Cytochrom ¢ liegt zwischen 
3,0 bis 4,0 und wird nach der beschriebenen Anordnung immer ein- 


gehalten. 
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Tabelle III. 


2ccm Herzextrakt (Herz mit 25°,igem Ammoniumsulfat ausgezogen) mit 





Zusatz von Cytochrom ¢ + «ecm Aceton — Schiitteln. 
xcem Aceton Befund 
0,5 Emulsionartig. Keine Abscheidung von Cytochrom ec. 
0,7 Cytochrom c sammelt sich in der Zwischenschicht. 


| Obere Schicht: rosarot, getriibt. 


1,0 Zwischenschicht: allmahlich sammelt sich das Cytochrom ec. 
| Untere Schicht: rosarot. 
Obere Schicht: griinlichrot, weiblichgetriibt. 
2,0 Zwischenschicht: Cytochrom ec vermehrt. 
| Untere Schicht: weniger rot. 
2,5 Wie oben, nur die untere Schicht etwas griingelb. 
| Obere Schicht: keine rote Farbe. 
3,0 Zwischenschicht: rote Farbe starker. 
| Untere Schicht: fast keine rote Farbe. 
Obere Schicht: wie oben. 
4,0 Zwischenschicht: rote Farbe fast gleich, aber schneller gesammelt. 
Untere Schicht: keine rote Farbe. 
5,0 Wie oben. Nurin der oberen Nchicht ein grober weiBer Niederschlag. 


4. Auflédsung des abgeschiedenen Cytochroms ec. 


Wenn man das abgeschiedene Cytochrom c in Alkali auflést, so 
ist die Reaktion je nach dem Gewebe verschieden. Bei den meisten 
Gewebeextrakten lést es sich in n NaOH klar (etwas gefarbt) auf, aber 
beim Leberextrakt ist die Lésung in n NaOH getriibt, die in n/10 NaOH 
hingegen fast klar. Die Konzentration der NaOH muB also je nach dem 
Gewebe variiert werden. 


5. EinfluB der Wiederholung der Oxydation und Reduktion 
auf die Extinktion von Cytochrome. 


Die Cytochrom c-Lésung kann bekanntlich mit Ferricyanid 
oxydiert und mit Hydrosulfit reduziert werden. Aber nach 6fteren 
Wiederholungen wird die Umwandlung des Cytochroms c_teilweise 
nicht mehr reversibel. Zur Bestimmung muB also eine Wiederholung 
und besonders der Ferricyanidzusatz méglichst vermieden werden. 
Da das Cytochrom ¢ in 0,2 bis n NaOH sich schnell zu Ferriform 
autoxydiert, so ist es zweckmabig, zuerst in einer 0,2 n NaOQH-Lésung! 
den EHo-Wert und nach Zusatz kleiner Mengen (1 bis 2 mg) Hydrosulfit 
den £,-Wert zu bestimmen. 

1 In einer NaOQH-Loésung, die konzentrierter als n ist, wird das 
Cytochrom ce sehr autoxydabel und der Ep-Wert nach Zusatz von Hydro- 
sulfit unbestandiger. 
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6. Zusammenhang zwischen Extinktion und Konzentration. 
Reines Cytochrom-c-Praiparat wurde in Wasser gelést und die 

Extinktion verschieden konzentrierter Lésungen der reduzierten sowie 

oxydierten Form, wie in der Vorschrift beschrieben, bestimmt. 


Wie aus den Ergebnissen in Abb. ] hervorgeht, sind die Werte EF, 
und Ep und folglich auch L, — Ep mindestens bis 0,30 den Konzentra- 
tionen genau proportional. Daraus berechneten sich die /-Werte: 


mg% mg% 
i : : = 239, i = = 104. 
Ep ‘oe Ey Ep 


Das dazu benutzte Cytochrom-c-Praparat wurde nach Keilin! her- 
gestellt, aber mit dem Unterschied, daB am Ende die Cytochromlésung gegen 
1 %ige NaCl-Lésung im Eisschrank bis zur 








E (S55, 70mm) 





























0,32 negativen Nessler-Reaktion unter 6fterem 
Wechsel der AuBenlésung dialysiert und da- 
nach nach Zusatz einiger Tropfen Chloro- 

0,28 t T aes form gegen n/4 Ammoniaklésung im Eis- 
schrank weiter dialysiert wurde, bis die 
Chlorreaktion mit AgNO, negativ war. 

O24 

v5 
08 
Adi J 
0,20 Yq 4 
cmi/g | | 
42 4 4 $-———}-_—_}_— 
i 1} Cytochram ¢ reduziert | 
0% \ ” oxyder? | 
10 t Rete as Sie kaa 
\ | | 
> | | 
’ + Ad a8 
O12 i 4 98 HA | Rail Fie 1 ee 
| H 1 | 
i | | 
Ep-L£p A 6-H 4 © ielena © 
008 —s AL Mb 
} / 1 | | 
O4}—* t + om oe 
' | 
\ Se 53 | 
00 pil J spl? | 
02 _ + + nn od — 
| PA | 
& 
7] 20 Jom9% 550 00 450 500 550 600 650 
Konzentratan des Lytochroms ec Welleniange —= my 
Abb. 1. Abb. 2. 


Darauf wurde im Exsiccator tiber Schwefelsiure unter Evakuieren ge- 
trocknet, in Wasser gelést, ein aliquoter Teil getrocknet und gewogen und 
ein anderer Teil photometriert. Die lichtelektrisch gemessenen Extinktions- 
kurven desselben sind in Abb. 2 gezeichnet. Der Eisengehalt war, nach 
Coomb? bestimmt, 0,394%. Nach Theorell® sowie nach Fujita und 


1 Keilin u. Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 122, 298, 1937. — 
* Biochem. J. 30, 1588, 1936. — ? Diese Zeitschr. 285, 207, 1936. 
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Kodama' dargestellte Cytochrom-c-Praparate verhielten sich in jedem 
Punkte praktisch genau gleich ®. 


7. EinfluB anderer Farbstoffe auf die Extinktion von 
Cytochrom ec. 

Wenn andere Farbstoffe auger Cytochrom ec in der Lésung vor- 
liegen, die das Licht um 550 my. absorbieren, so scheint die spektro- 
skopisch gefundene Cytochrom-c-Bande (550 my) starker als sonst. 
Der aus Ep, berechnete Cytochrom-c-Wert ist dann gréBer als der 
richtige. Je stirker die Konzentration des Farbstoffes ist, desto gréBer 
wird der Fehler. Wenn man aber den Cytochrom-c-Gehalt aus Ep, — Ep 
berechnet, so wird der richtige Wert erhalten, 

Beispiel. Man stellt mit Bismarckbraun und Bromphenolblau eine 
gelbbraune Lésung her und setzt ein gleiches Volumen Cytochrom-c-Lésung 
zu. Andererseits wid eine gleiche Menge Cytochrom-c-Lésung mit dem- 
selben Volumen Wasser verdiinnt. Spektroskopisch betrachtet scheint die 
Cytochrom-c-Bande der ersteren Lésung viel starker. Photometrisch 
wurden folgende Zahlen erhalten: 





E R E, E R E, 
Mit Farbstoff .. 0,235 0,215 0,020 
Ohne Farbstoff . 0,050 0,030 0,020 


Der Wert EF, — Ep bleibt also, unabhangig von der Gegenwart 
der Farbstoffe, genau derselbe. 


8. EinfluB der Triibung auf die Extinktion von Cytochrome. 

Wenn die Lésung getriibt ist, so wird das Licht auf der Oberflache 
der Teilchen zerstreut und infolgedessen die austretenden Strahlen 
vermindert. Der Effekt ist also derselbe wie bei Anwesenheit von 
Farbstoff. Der Cytochrom-c-Wert kann daher nicht aus £, berechnet 
werden, wohl aber aus dem Wert FL, — Eo. 

Beispiel. Man stellt eine Cytochrom-c-Lésung in n NaOH * her, setzt 
der einen Halfte Kaolin zu und untersucht beide Lésungen spektroskopisch. 
Die Absorptionsbande bei 550 my ist in der getriibten Fliissigkeit viel 
starker. Je mehr Kaolin zugesetzt wird, desto starker wird die Bande. 
Photometrisch wurden folgende Werte erhalten: 





Ep Ey E, — Ey 
Mit Kaolin .... 0,880 0,860 0,020 
Ohne Kaolin ... 0,050 0,030 0,020 


Aus dem Wert E, — Ep kann also auch in diesem Falle der richtige 
Cytochrom c-Wert berechnet werden. 


1 Nippon Seikagakkai-Kaiho 10, 193, 1935. — * Ajisaka, Sakamoto u. 
Hata, Saikingaku Zasshi 516, 81, 1939. — * In n NaOH wird Cytochrom c 


vom Kaolin nicht adsorbiert. 
Biochemische Zeitschrift Band 301. 26 
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1. Uber den Cytochrom-e-Gehalt in tierischen Geweben. 


Nach der angegebenen Vorschrift haben wir den Cytochrom-c 
Gehalt in verschiedenen tierischen Geweben bestimmt. Die Ergebniss: 
finden sich in Tabelle [V bis VII (iiber die allgemeinen Cytochrom. 
bilder der Gewebe vgl. Hata und Numata'). Wie daraus ersichtlich, 
enthalten die meisten Eingeweide sehr wenig Cytochrom c.  Relatiy 
viel Cytochrome enthalten Gewebe wie Gehirn (graue Substanz), 
Pankreas und Diinndarm (etwa 3 mg®,,). Dagegen ist in Muskelgeweben 
deutlich mehr enthalten. Z. B. ist beim Megen in der Schleimhaut 
kaum etwas zu finden (weniger als 0,2 mg®,), wahrend in der Muskel- 
schicht bedeutend mehr (etwa 4 mg°,) nachweisbar ist. In Skelett- 
muskeln findet man dagegen viel Cytochrom c, und zwar in den roten 
Muskeln deutlich mehr als in den weiBen Muskeln (z. B. ist beim Huhn 
in den weiBen Muskeln 8,5 mg®,, aber in den roten Muskeln 15 mg®,). 
Von den roten Muskeln ist in den physiologisch sehr in Anspruch ge- 
nommenen bedeutend mehr enthalten, z. B. ist bei Tauben im Brust- 
muskel bedeutend mehr (70 mg°,) vorhanden als im Oberschenkel- 
muskel (14 mg®,). ; 


Tabelle IV. Cytochrom-c-Gehalt in Eingeweiden. 





Angewandte Cytochrom- 
Gewebe Tier Menge c-Gehalt 
\ g mg?» 
Ne ENR rate ie ENE Ee Te a Rind 96 0,96 
_— SR ac cn wantin Be 36 1,44 
: EE a ee Can a 36 0,36 
RIND ai ia Acid ane: sia eg ais ed Kaos wr 96 0,44 
MN Serer con Peco sees ne Se 72 fast 0* 
Cetin’ § RN Fic cies rales SRS Fe 60 3,11 
III aot ie oa ee es ‘ 60 1,68 
a er 1D Eee ee = 48 0,90 
. 1 ae ee Pa 16 0,81 
CO ee ne Frenne mere es - 60 fast 0* 
OE SE AE ea oe! BS 36 0,36 
EPID ily kis eae Was nl nanie ess 48 0,36 
PE ie cs ook wack eG bea Schwein 48 2,55 
Schleimhautschicht ...... a 48 fast 0* 
Magen ; Muskelschicht .......... me 48 4,18 
Muskelschicht (Pylorusteil) = 24 4,10 
ON is ioaincn oe peak eecces ee 48 0,90 
UMN oars es oe wba ews w ork me 48 2.05 
PONE Fo thes bea deies ake beets Rind 7 0,08 
NN Sb Sita iss Sots S55 a 24 0,72 
Ns 2 i's ces Caer sekdet ssa Schwein 48 0,44 
GEN Soc uk ts di en baie bea weed ™ 24 0,60 
PRED sais nice do W sas hes Hes eEe Mensch 12 fast 0* 


* Weniger als 0,15 mg®/,. 


1 Hata u. Numata, Saikingaku-Zasshi 515, 24, 1939. 
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Tabelle V. 


Geweben. 


Cytochrom-e-Gehalt in Skelettmuskeln. 





Gewebe Tier 
RONAN PENNE Seo os ee el ie RSS Meerschweinchen 
Oborarmiavskel . 06 ose cess Rind 
OE ee rer ee Schwein 
NRE ne ei ante wade ad Kaninchen 
Roter eae Ste eae eee ate re Pferd 
‘ eg ee oer te ee ee | H | 
Rig uhn 
Re Sa eat rete eee ere | ‘ | 
Roter »  (Oberschenkel) ... Ente 
+ ‘ x fl = 
aube 
“i (Brustmuske | een Taube | 
Obe RIUMIDMOE oo oe aig ois ces ae | aiid { 
Oberschenkelmuskel ........ Son , | 
Shoeletimuskel. .....6iecesecces Schlange 
Welbon BRUNE N 6:0 seca wits d, Anguilla japonica 


Roter Muskel...... 


Dunkelroter Muskel 


toter Muskel...... 
Dunkelroter Muskel 


Bauch- und Schenkelmuskel 


Tabelle VI. 


(,,Unagi**) 


Katsuwonus va- | 


(,,Tiai**) { gans (.,Katsuo*‘) | 
Maria See ghoktane | Thunnus orien- { 
(,,Tiai‘) | talis (,,Maguro**) | 


Polypus vulgaris 


(,,.Madako*) 


Angewandte 
Menge 


1S FO FO FO DO DO 


Oe Oe ee en eee 


ho to 
— 


pa bt 


OO to vo 


Cytochrom- 
c-Gehalt 


mg 


9,16 
1,79 
4,78 
1,27 
7,54 
15.11 
8.50 
23,30 
14,35 
69,90 
2,87 
2.95 
2,20 
0,45 
6.66 
83.00 
0,90 
26,90 


fast 0 


Cytochrom-c -Gehalt in Herzmuskel. 





Gewebe 


PeOMMEE Col ck es 
Li TROMAOE icc ens 
RS eer 
fr. MAMMOr .. 2... 6. 
Pammier i Ne 


a > Seek eed ee 


re Sr 


Tabelle VII. 


Angewandte 


Tier Menge 
g 
mane Rind 8 
alg Schwein 12 
re Kaninchen 8 
pte Pferd 12 
Bho Huhn 12 
aiiSek Taube 8 (2 Herzen) 
mon Ente 12 (1 Herz) 
eater Anguilla japonica 4 (15 Herzen) 
(,, Unagi**) 
a Frosch 1 (10 wa) 


Cytochrom- 
c-Gehalt 
mg” 9 


Cytochrom-c-Gehalt in Geschwiilsten 
(der nekrose Teil wurde beseitigt). 





Uterusmyom....... 


Rous-Sarkom ...... 
Fujinawa-Sarkom .. 
Kato- Sankous a aa 


Bushford-Krebs .... 
Brown-Pearse-Krebs 


Angewandte 
Menge 


Tier 


ye encase aeberd Mensch 


es ee Huhn 
HCE Sy eee eee Ratte 
che Et ste if Kaninchen 


widanaataday coil yt Maus 
TRS Kaninchen 


gZ 


12 fe 


1 
l 
1 


fo bO DO 


vs 


12 


Cytochrom- 
c-Gehalt 
meg* 


ast O 


0,7: 
2,39 
6,78 


2,24 


2,69 


26 * 
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Das Herz, welches ununterbrochen in Bewegung ist, enthalt im 
Vergleich zum Skelettmuskel viel mehr Cytochrom c, besonders ist im 
Herzen von lebhaft fliegenden Végeln, wie den Tauben, auffallend viel 
mehr Cytochrom C nachweisbar (55 mg®,) als in dem von tragen Tieren, 
wie dem japanischen Aal (4 mg®%,). Auffallend ist der Cytochrom-c- 
Xeichtum in den dunkelroten Muskeln (,,Tiai‘‘) der Fische. Z. B. findet 
man in den gewéhnlichen roten Muskeln von Katsuwonus vagans 
(., Katsuo'') 6,7 mg®,, Cytochrom ec, aber in dem ,,Tiai* ist bis zu 83 mg° 
nachweisbar. Es ist bekannt, daB der dunkelrote Muskel in Fischen. 
die sehr weit ins Meer hinausschwimmen, einen relativ groBen Teil 
des Gesamtmuskels betragt, und daB das ,,Tiai‘‘ bedeutend mehr 
Glykogen enthilt als die sonstigen roten Muskeln (vgl. Hotta!). 
Es besteht kaum ein Zweifel, daB das ,,Tiai‘* im Stoffwechsel des Muskels 
eine wesentliche Rolle spielt. 

Szent-Gydrgyis Cy-Carbonsaéuretheorie ist auf den Befund bei 
Muskelbrei aufgebaut. Er zeigte, daB Cytochrom c nach Zusatz von 
Fumarsaure, Bernsteinsiure usw. sehr leicht reduziert wird. Wir 
fanden gerade in Muskelgeweben sehr reichliche Mengen Cytochrom c, 
dessen wichtige Rolle im Stoffwechsel des Muskelgewebes kaum anzu- 
zweifeln ist. Die Angabe von Fuler?, dai} der Cytochrom-c-Gehalt des 
Herzmuskels mehr als 0,14 y Cytochrom-c-Fe (4,12 mg®,, Cytochrom c¢) 
sei, ist nach unserer Bestimmung als noch zu niedrig zu betrachten. 
Bei der Darstellung von Cytochrom ¢ soll nach Keilin und Hartree 
aus Rinderherz 16,5 mg, aus Pferdeherz 26,4 mg Cytochrom ¢ pro 100 ¢ 
Herzmuskel erhalten werden. Bei Cytochrom-c-Bestimmung nach 
unserer obengenannten Vorschrift fanden wir als Cytochrom-c-Gehalt 
des Pferdeherzens 31,8 mg®,, wahrend bei der Darstellungsmethode 
nach Keilin vor Zusatz von Trichloressigsiure 77°,, aber nach der 
Dialyse etwa 57°, der direkt bestimmten Werte erhalten wurden. Die 
Methode von Keilin ist zwar zur Herstellung von reinem Cytochrom c¢ 
ausgezeichnet geeignet, aber sie kann nicht zur quantitativen Be- 
stimmung angewandt werden. 

Der Cytochrom-c-Gehalt in Geschwulstgeweben ist, wie Tabelle VII 
zeigt, im allgemeinen klein. In Uterusmyomen findet man fast kein 
Cytochrom ec. Von bésartigen Geschwiilsten ist im Rous-Sarkom am 
wenigsten (unter 1 mg®%,) nachweisbar. Sonstige Tiersarkome und 
Krebsgewebe haben ungefahr 2 bis 3 mg®, Cytochrom ec. Besonders 
viel fanden wir bei Kato-Sarkom (7 mg®,), in dem auch sehr viel 
Glutathion festzustellen war’. 


1 Hotta, Nippon Gakujutsukyokai-Hokoku 18, 439, 1938. — * Euler u. 
Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 159, 1938. — * Proc. Roy. Soe. 
London (B) 122, 298, 1937. — 4 Fir die Uberlassung der tierischen Ge- 
schwiilste danken wir Herrn Prof. Dr. Kawamura und fiir die tierische Uber- 
impfung Herrn Obata unseres Instituts. 
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Es wurden auch Substanzen, die biologisch als oxydo-reduktiver 
Wasserstoffiibertrager dienen kénnen, wie Ascorbinséure, Glutathion 
und Cystein bei diesen Geschwulstgeweben kolorimetrisch nach unserer 
Methode! bestimmt. Wie man aus Tabelle VIII ersieht, kann man 
noch keinen bestimmten Zusammenhang zwischen Cytochrom-c-Gehalt 
und diesen Substanzen erkennen. 


Tabelle VIII. Ascorbinsaéure-, Glutathion- und Cysteingehalt in 
Geschwiilsten (mg%,). 





Ascorbinsiure Glutathion Cystein 
Art Tier a 

red. oxyd. red. oxyd red. oxyd. 
Uterusmyom ....... Mensch 4,2 66,6 9,8 2,3 0 
Rous-Sarkom ....... Huhn 2.9 | 3,2 34,7 | 29,4 0,8 0 
Fujinawa-Sarkom .. ratte 218 | 2,9 73,2 | 5,6 6,8 0,8 
Kato-Sarkom ....... Kaninchen 7,¢ | Of 125.3 | 25,2 4,1 2,6 
Bashford-Krebs ..... Maus 9,4 | 3,7 32,5; 7,0 4,1 LJ 
Brown-Pearse-Krebs. Kaninchen 14,3 4,0 72,5 0 6,0 0 


Ill. Uber Bestimmung von Cytochrom ¢ in einzelligen Organismen. 

Die oben angegebene Vorschrift ist zur Extraktion von Cytochrom ce 
aus tierischen Geweben geeignet, aber nicht ohne weiteres bei einzelligen 
Organismen wie Hefe, Bakterien usw. anwendbar. Die Extraktion von 
Cytochrom ¢ aus Hefe ist nicht leicht. So z. B. kann Cytochrome durch 
Erwarmen der Hefesuspension auf 80, 55, 40, 20°, oder durch n NaOH, 
H,SO,, Ammoniak, Essigséiure usw. aus den Zellen nicht extrahiert werden. 
Selbst bei 24stiindigem Ausziehen mit 50- bzw. 25° igem Pyridinwasser 
oder n/10 NaOH bleibt der Hauptteil des Cytochroms in den Zellen und 
man findet sehr wenig im Filtrat. 

Eine beinahe quantitative Extraktion des Cytochroms c gelang 
uns auf folgende Weise: 

Hefe wird mit dem fiinffachen Volumen Aceton mehrmals aus- 
gezogen, bis der Extrakt farblos wird und dann das Aceton durch 
Evakuieren vertrieben. Zu 8 g der so behandelten ,,Acetonhefe‘‘ wird 
2,0 cem Wasser, 10 cem n H,SO, und 4 ccm 2n Ammoniak zugesetzt 
und iiber Nacht stehengelassen. Nach dem Zentrifugieren wird die 
iiberstehende Fliissigkeit zur Analyse verwendet, der Niederschlag 
dann nach Zusatz von Wasser, n H,SO, und 2 n Ammoniak gewaschen 
und die Fliissigkeiten vereinigt (man erhalt etwa 23,5cecm). Nach 
Zusatz eines gleichen Volumens Ammoniumsulfatlésung wird 10 Minuten 
lang auf 55° erwarmt und filtriert. 

Die Filtration verlauft sehr langsam (etwa 1 Stunde), man erhalt 
etwa 38 ccm schwach getriibtes Filtrat. Durch Zusatz von Aceton 


1 Ascorbinsaure: Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 182, 192, 1937: 
291, 433, 1937. Glutathion: Fujita u. Numata, ebenda 300, 246 u. 257, 1939. 
Cystein: Dieselben, ebenda 300, 264, 1939. 
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sammelt sich das Cytochrom c in der Zwischenschicht. Die Scheibe 
wird in 4,0 cem n/10 NaOH + 2 cem Aceton gelést und zentrifugiert. 
Die tiberstehende Fliissigkeit ist fast klar, der Niederschlag betrigt 
etwa !/,, des Gesamtvolumens. Die Verteilung des Cytochroms ¢ war 
zwischen Fliissigkeit und Niederschlag spektroskopisch etwa gleich- 
mibig. Wenn man diesen Niederschlag mit n/10 oder n NaOH und 
dem halben Volumen Aceton wascht, wird die Fliissigkeit weiBlich 
getriibt. Wir verwenden deshalb nur den ersten Extrakt allein. Nach 
Vertreiben des Acetons wird 1,0 com n NaOH zugesetzt und mit n/10 
NaOH auf 5,0 cem aufgefiillt. Nach dem Zentrifugieren war die Fliissig- 
keit beinahe klar. Wir bestimmten den Cytochromgehalt dieser Fliissig- 
keit photometrisch und fanden bei Backerhefe ,,Oriental* 2,36 mg®,. 
Zugesetztes Cytochrom c wurde nach der genannten Vorschrift etwa 
zu 90° wiedergefunden. 


oO 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde iiber eine genaue Bestimmungsmethode fiir Cyto- 
chrom ¢ in tierischen Geweben berichtet. 

2. Die Cytochrom-c-Gehalte tierischer Gewebe wurden tabellarisch 
angegeben und dabei hervorgehoben, daB in den Eingeweiden ziemlich 
wenig Cytochrom c, in Muskeln reichlich, besonders reichlich in Skelett- 
muskeln und Herz, zu finden ist. . 

3. Von den Muskeln enthalt der rote Muskel vielmehr Cytochrom ¢ 
als der weibe. Die physiologisch stark beanspruchten Skelett- und 
Herzmuskeln enthalten bedeutend mehr Cytochrom c als die iibrigen. 
Der dunkelrote Muskel ,,Tiai‘‘ der Fische enthalt viel mehr Cytochrom c 
als weiBe oder rote Muskeln; seine physiologische Bedeutung wurde 


besprochen. . 
4. Die Geschwulstgewebe enthalten im allgemeinen wenig Cyto- 
chrom c. Die Ergebnisse der Bestimmungen von Ascorbinsaure, 


Glutathion und Cystein in Geschwulstgeweben wurden mitgeteilt. 

5. Die Schwierigkeiten bei der Extraktion von Cytochrom ¢ aus 
einzelligen Mikroorganismen wurden hervorgehoben, die Bestimmungs- 
methode bei solchen Zellen beschrieben und der gemessene Cytochrom-c- 
Wert der Backerhefe mitgeteilt. 
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Uber den EiweiSgehalt (N6.25) des Pferdeserums 
und seine Hauptbestandteile unter verschiedenen 
individuellen Bedingungen’. 

Vergleichende Eiwei8bestimmungen im Pferdeserum yor und nach 
operativen Eingriffen mit Beriicksichtigung der Polypeptidfraktion 
im Reststickstoff. 

Von 
W. M. Swangard, M.S. A. 

(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 28, Marz 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Mengenverhaltnisse der bis heute definierbaren EiweifSkompo- 
nenten im Blutserum von normalen Pferden sind bekannt. Zahlreiche 
Autoren, wie Abderhalden, Howe, v. Desed, P. Tuy u. a. (1) (9) (6) (12), 
haben gezeigt, daB schon unter normalen Verhiltnissen die verschiedenen 
EiweiBe des Serums von Fall zu Fall anteilmaBig variieren. Unter 
pathologischen Umstanden andert sich an dieser Tatsache im wesent- 
lichen nichts (12), jedoch machen sich je nach Art und Intensitat des 
pathologischen Zustandes Anteilverschiebungen unter den Eiweib- 
gruppen bemerkbar, die sich, wenn auch nicht immer gréBenmabig ver- 
gleichbar, ziemlich konstant wiederholen und es uns u. U. erméglichen, 
gewisse Schliisse auf das Krankheitsgeschehen zu ziehen, sowie thera- 
peutisch zu verwerten. Die Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen 
war es, das anteilmaBige Vorkommen der sogenannten Howeschen 
EiweiBfraktionen des Serumglobulins, das der iibrigen Serumeiweibe, 
des Reststickstoffs und des Polypeptidstickstoffs bei Pferden der 
hiesigen chirurgischen Tierklinik zu ermitteln und die Werte vor der 
Operation denen nach dem Eingriff gegentiberzustellen. Gleichzeitig 
sollte die von R.O. Bowman (3) veréffentlichte Schnellbestimmungs- 
methode mit der Mikro- Kjeldah!-Methode nach Howe (9), die sich bisher 
als zuverlassig erwiesen hat, verglichen werden. Nachdem die refrakto- 
metrische Methode der EiweiBbestimmung von v. Desed (6) sowie auch 
von Luy (12) abgelehnt werden muBte, besonders wo es sich um Ab- 
weichungen von den normalen Verhaltnissen im Serum handelt, schien 
es von Wert zu sein, die nephelokolorimetrische Methode nach Bowman 
hier zu versuchen. 


* D 19 (Tierarztliche Fakultat). 
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Bestimmt wurden also in jeder Serumprobe GesamteiweiB, Euglo- 
bulin, Pseudoglobulin I, Pseudoglobulin II, Albumin, Reststickstoff und 
Polypeptidstickstoff. Als Polypeptidstickstoff wird hier nach P. Cri- 
stol (5) die Differenz im Stickstoffgehalt zwischen dem Filtrat der Tri- 
chloressigséurefallung und dem der Natriumphosphorwolframatfallung 
bezeichnet. An den letztgenannten Filtraten wurden qualitative Proben 
auf spezifische EiweiBbausteine durchgefiihrt. 


Methodik. 
1, Gewinnung des Serums. 

Hueck (10) hat gezeigt, daB nach Defibrinieren ein Verlust an Eiweif 
eintritt gegeniiber dem ,,nativen‘‘ Serum, da durch das Ausschlagen EiweiB - 
teilchen mitgerissen werden kénnen und der Verlust von CO, zum Austritt 
von Wasser aus den Erythrocyten und dadurch zu einer Verdiinnung des 
Serums fiihrt. Au®erdem ist zu erwarten, da8 durch einen so heftigen 
mechanischen Insult die Dispersion des EiweiSes geaindert wird und sich, 
wie Hueck fand, dann eben auch die refraktometrischen Werte andern 
miissen (10). Andererseits nimmt nach Loehr (11) nicht nur mit dem Ver- 
bleiben von Serum auf dem Kuchen, sondern auch bei langerem Stehen 
ohne Kuchen die EiweiSkonzentration zu. Im ersteren Falle besteht ein 
osmotischer Fliissigkeitsaustausch zwischen Serum und_ korpuskuliren 
Elementen sowie auch eine geringe Himolyse. Im letzteren haben wir mit 
Verlust von Wasser durch Verdunstung sowie CO,-Absorption und ihren 
Folgen zu rechnen. 

Aus diesen Griinden wurde nur mit Spontanserum gearbeitet und 
weiterhin auf genaue Einhaltung eines gleichen Zeitpunktes fiir das 
jeweilige AbgieBen des Serums vom Kuchen und dann wieder fiir die 
Entnahme von abgegossenem Serum fiir die Analysen Wert gelegt. 
Um den Einflu8 von Futteraufnahme, besonders aber der Trinkwasser- 
aufnahme herabzusetzen, wurde die Entnahme jedesmal gegen 1] Uhr 
vormittags vor der Operation gemacht und dann wieder am Nach- 
mittag, 6 Stunden nach dem Eingriff. 


Die Blutentnahme erfolgte — nach griindlicher Desinfektion der 
Einstichgegend in der Fossa jugularis — mittels steriler Hohlnadel aus der 


rechten Jugularvene. Das ausstrO6mende Blut wurde in einem sterilen 
200-cem-MeBzylinder aufgefangen. Sobald das Blut den 160-cem-Strich 
erreicht hatte, wurde die Zylinderéffnung nach Abflammung mit dem 
sterilen Wattepfropf wieder verschlossen. Nach einer halben Stunde hatten 
sich bei Zimmertemperatur die Erythrocyten gesenkt und das Fibrinogen 
war geronnen. 2 Stunden nach der Gerinnung wurde der Kuchen mittels 
eines sterilen Glasstabes vom Zylinderrand abgelést und 6 Stunden nach 
Entnahme das ausgepreBte Serum unter sterilen Kautelen in einen keim- 
freien 100-cem-Erlenmeyer-Kolben abgegossen. Nach genau 15stiindiger 
Aufbewahrung im Eisschrank erfolgte die Entnahme von Serum fiir die 
Analysen. Zu diesem Zwecke wurde der Erlenmeyer-Kolben erst auf Zimmer- 
temperatur gebracht und leicht geschiittelt, wobei das Serum absolut klar 
blieb. — Alle Behalter, GlasgefaBe usw., die in Berithrung mit den zu unter- 
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suchenden Fliissigkeiten kamen, wurden vorher sterilisiert und in sterilem 
Zustande gehalten. Dies geschah durch Trockenhitze bei 150° fiir eine 
Stunde. 

2. EiweiBbestimmung. 


a) Kjeldahl-Methode. 


Mit Na,SO,-Lésungen nach Howe (9) wurden die Globuline gefallt, 
und zwar durch Zusatz von 30 ccm der entsprechenden Lésung zu 1 cem 
unverdiinntem Serum. Auf diese Weise gibt 14 °%ige Na,SO,-Lésung eine 
13,5 %Gige Endverdiinnung und den Ausfall des Euglobulins, 18 %ige Na,SO, 
+ Serum eine Endverdiinnung von 17,4°% und den Ausfall von Euglo- 
bulin + Pseudoglobulin I, 22,2 %ige Na,SO, eine Endlésung von 21.5% 
und Ausfall aller Globuline. 

In einem Vorversuch wurde die von Howe angegebene Zonenbildung 
beobachtet, d.h. bei Erhéhung der Konzentration von 13,5% Na,SO, 
auf 14,4% sowie bei einer entsprechenden Erhéhung von 17,5 auf 18,3 % 
bzw. von 21 auf 25% Na,SO, zeigte sich keine Abnahme des N-Gehalts in 
den entsprechenden Filtraten. Die Na,SO,-Lésungen wurden im Auto- 
klaven sterilisiert und steril im Brutschrank bei 37,5°C aufbewahrt, um das 
Ausfallen von Natriumsulfat bei Zimmertemperatur zu verhindern. Alle 
Ausfallungen und Filtrationen (Faltenfilter Nr. 605, Schleicher & Schiill, 
steril) sowie das Aufbewahren der Filtrate geschahen gleichfalls im Brut- 
schrank bei 37° unter sterilen Ma8nahmen. Wenn die Filtrate 5 Stunden 
klar geblieben waren, wurden Proben zur analytischen Auswertung ent- 
nommen. 

In einigen Vorversuchen mit nichtsterilisierter Lésung und un- 
sterilem, aber sauberem Glas beeintrichtigte Bakterientatigkeit schon 
nach vierstiindigem Stehen (was zur vollstandigen Fallung der ent- 
sprechenden Globuline nétig ist) die Resultate merklich. Aus der 
22,5° igen Na,.SO,-Lésung wurden vor der Sterilisation auch noch 
nach langerem Stehen Kulturen von Aerobacter aerogenes sowie eines 
Proteustyps auf Nahrbouillonagar erhalten. 

Der Stickstoffgehalt der einzelnen Proben wurde in je 1 cem der Filtrate 
bzw. des entsprechend verdiinnten Serums mit Mikro-Kjeldahl in Tri- 
plikatanalysen bestimmt. Veraschung unter Zusatz von CuSO,. Die 
Aschenlésungen wurden im Destillationsapparat von Parnas-Wagner in 
n/100 Schwefelséure destilliert und dann mit n/100 Natriumhydroxyd 
austitriert. Mit jeder Reihe ging ein Blindversuch; Umrechnung auf Eiweif 
durch Multiplikation mit 6,25. 


b) Nephelokolorimetrische EiweiBbestimmung. 


Die Schnellmethode Bowmans miSt die durch Sulfosalicylsiure in den 
Na,SO,-Filtraten bzw. im entsprechend verdiinnten Serum entstehenden 
Triibungen mit dem Mikro-(Piccolo-) Kolorimeter von Hellige. An Stelle 
desselben wurde von uns die Mikroeinrichtung des Dubosq-Kolorimeters 
Nr. 1862 der gleichen Firma verwendet, im iibrigen aber nach Vorschrift 
verfahren. Die aus normalem Pferdeserum hergestellte Vergleichs-EiweiB - 
standardlésung enthielt 30 mg% Eiwei8. Genau 0,20 cem Serum wurden 
mit 39,8cem physiologischer NaCl-Lésung gemischt, 2cem dieser Ver- 
diinnung sowie 2ccm der Proteinstandardlésung in zwei Reagensglasern 
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mit je dem gleichen Volumen 5 %iger Sulfosalicylsiure versetzt und sofort 
im Kolorimeter verglichen. h,/h,+ 6,00 = g% Eiweif. Fir die Protein- 
bestimmung in den Howe-Filtraten wird 1 ccm Filtrat nur mit 3 cem Aqua 
dest. verdiinnt und mit 4 ccm Sulfosalicylséure gefallt. Umrechnungsfaktor 
dann 3,72. Wenn die zu untersuchenden Lésungen weniger als halb oder 
mehr als doppelt so dicht waren als die Vergleichslésung, muBte die Be- 
stimmung mit geeigneteren Konzentrationsverhaltnissen wiederholt und 
mit dem entsprechenden Faktor berechnet werden. Die Zeitspanne zwischen 
der Zugabe von Sulfosalicylséure, die gleichzeitig bei Standard- und un- 
bekannter Lésung erfolgen muB, und Kolorimeterablesung ist méglichst 
kurz zu halten. Sie wurde mit der Stoppuhr kontrolliert. Auf gleichmaBige 
Beleuchtung beider Kolorimeterhalften mit Tageslicht — eine eingebaute 
kiinstliche Lichtquelle stand nicht zur Verfiigung — mu besonders ge- 
achtet werden, ebenso auf Reinheit der GlasgefaBe und gute Durchmischung 
der L6sungen. 


3. Rest-N- Bestimmung. 


Der Reststickstoff wurde durch Fallung mit phospborwolframsaurem 
Natrium sowie durch Trichloressigsiurefaillung im Filtrat erhalten. Bei der 
Phosphorwolframsaurefallung wurde ein Volumen (5cem) Serum mit 
2 Volumen Wasser versetzt und aus einer Biirette 1 Volumen 10 %ige 
wisserige Lésung von Natriumphosphorwolframat zugefiigt. Dann wurde 
aus einer weiteren Biirette langsam 1 Volumen ?/,n Schwefelsaéure in die 
Serumwoltramatmischung einlaufen gelassen. Wenn der px des Serums 
unter 8 lag, ergab die Hinzufiigung von Phosphorwolframat einen geringen 
Niederschlag (der bei Na-Wolframat nicht erhalten wird). Erst die Zugabe 
der Saéure ergibt jedoch den schweren Eiweifiniederschlag. Um die voll- 
standige Wirkung der Phosphorwolffamatlésung zu erreichen, mub der 
pu der Lésung nach beendigter Fallung = 1,8 sein. 

Bei der Trichloressigsdurefallung war beabsichtigt, wie in der Phosphor- 
wolframatfallung auf 1:5 zu verdiinnen. 1 Volumen Serum wurde daher 
mit genau 1,5 Volumen Wasser verdiinnt und dann aus einer Biirette langsam 
mit 2,5 Volumen 50 %iger Trichloressigsiure versetzt. Dadurch erhielt die 
Endlésung zugleich die von Cristol empfohlene Konzentration von 25% 
Trichloressigséure. , 

» Der Stickstoff wurde dann fiir jedes Serum in beiden Filtraten durch 
Mikro-Kjeldahl in derselben Weise bestimmt wie unter ,,EiweiBbestimmung*‘, 
nur daB 5cem Trichloressigsdurefiltrat pro Kyjeldahl-Kolben verwandt 
wurden und 3 cem Natriumphosphorwolframat. Im voluminésen Phosphor- 
wolframatniederschlag wurde mehr Fliissigkeit zuriickgehalten, so da®B bei 
einer Anfangsmenge von 5 ccm Serum das Filtrat gerade fiir drei Kjeldahl- 
Proben von 3cem ausreichte. Die unter ,,.Eiweiibestimmung’ erwahnten 
Filtrierpapiere wurden auch hier benutzt. 


4. Polypeptidstickstoff. 

Die Differenz der N-Gehalte zwischen den beiden Ausfallungen ist in 
dieser Arbeit (nach Cristol) als Polypeptidstickstoff bezeichnet. Es war 
von Interesse, diese Filtrate mit einigen Proteinfarbenreaktionen zu proben. 
In Tabelle IV ist eine Zusammenstellung gegeben. Benutzt wurden die 
Millonsche Reaktion fiir Peptone und Proteosen (8), die Biuretprobe in der 
Posnerschen Ringmodifikation (8) und die Triketohydrinden- (Ninhydrin-) 
Probe (8). In der letzteren ergaben sich anfangs Schwierigkeiten infolge 
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der hohen Aziditét des zu untersuchenden Filtrats. Diese konnten um- 
gangen werden dadurch, dafs das Filtrat mit n/10 NaOH leicht basisch 
gemacht (Lackmuspapier), dann 5 cem davon nach Zusatz von 2 cem einer 
0,1°% igen Ninhydrinlésung in einem Reagensglas zum Sieden gebracht 
wurde. In die hei®e Lésung wurde dann aus einer Biirette n/10 Schwefel- 
siure emgetropft. Sobald der Umschlag von basisch zu sauer eintrat, 
entstand ein deutlicher blauer Schleier in der oberen Halfte des Réhrchens, 
der je nach der Qualitaét des Filtrats von verschiedener Intensitét war. 


5. Versuchsmaterial. 


Nr. 15. 8 Jahre alter Fuchs, Wallach, Kaltblut, normal. 

Nr. 17. 11 Jahre alter Wallach, Kaltblut, nie operiert, zeigte seit einem 
halben Jahr Fieberzustinde in zweimonatigen Intervallen. Zur Zeit der 
Blutentnahme Puls 70, Atem 36 in der Minute. Temperatur im Mast- 
darm 41°C. Anamieverdacht, jedoch bereits zwei Blutproben als negativ 
von der staatlichen Untersuchungsstelle befunden worden. 2 Tage spiiter 
nach exitus letalis wies Obduktion und histologische Organuntersuchung 
auf ansteckende Blutarmut hin. 

Nr. 18. 8 Jahre alter Wallach, Kaltblut, Hufkrebs, Operation bevor- 
stehend, sonst normal. 

Nr. 18, P.O. 6 Stunden nach erfolgter Operation. Narkose: Chlor- 
alhydratinfusion 28g in 4°%iger Lésung mit nachfolgender Chloroform- 
inhalationsnarkose. 

Nr. 19. SchweiSfuchs, Kaltblut, Wallach, 4 Jahre alt. Operiert wegen 
Hufkrebs am 30. 6., am Abend des Operationstages leichtes Fieber, das 
spaiter anstieg. Narkose: Chloralhydratinfusion 30g in 4°,iger Lésung 
intravenés, mit nachfolgender Chloroforminhalationsnarkose. Blut ent- 
nommen am 2. 7., als Fieberkurve am héchsten (39,5° C). 

Nr. 20. Fuchsstute, 4 Jahre alt, Zahnextraktion unter Totalnarkose 
bevorstehend, sonst normal, Kaltblut. 

Nr. 20, P.O. 6 Stunden nach erfolgtem Eingriff. Narkose: Infusion 
von 8 g Narcogen in 20% iger Lésung intravenés mit nachfolgender Chloro- 
forminhalationsnarkose. Nach erfolgter Operation Injektion von 10 cem 
Cardiazol als Weckmittel. 

Nr. 21. Hufkrebsoperation bevorstehend. 2'/, Jahre alter, schwarzer 
Wallach, Kaltblut, sonst normal. 

Nr. 21, P.O. 6 Stunden nach erfolgtem Eingriff. Narkose wie unter 
Nr. 20. Temperatuvr zur Zeit der Entnahme 38°C, Blutverlust stark. 

Nr. 22. 3 Jahre alte Stute, Kaltblut leichteren Typs, Kopper, sonst 
normal. Radikaloperation gegen Koppen bevorstehend. Die Blutent- 
nahme wurde durch Aufgeregtheit des Tieres fiir analytische Zwecke ver- 
dorben. 

Nr. 22, P.O. 6 Stunden nach erfolgter Operation. Myektomie der 
Mm. sternothyreoidei, sternohyoidei und sternomandibulares beiderseitig. 
Blutverlust stark. Narkose: Intravenése Infusion von 32 g Chloralhydrat 
mit nachfolgender Chloroforminhalation. 

Nr. 23. 9 Jahre alte Stute, Kaltblut, Warzenmauke hinten links, 
sonst normal. 

Nr. 23, P.O. 6 Stunden nach erfolgtem Eingriff. Narkose: Lokal- 
betéubung durch Infiltration des unteren N. plantaris mit 20 cem 4 %igem 
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Anaecain, Abtragung der Wucherungen mit Schleifenmesser und nach- 
tolgender Wundverband, Blutverlust gering. 

Nr. 24. 1'/, Jahre alter Hengst, Warmblut, normal. 

Nr. 24, P.O. 6 Stunden nach erfoigter Kastration. Links Kryptor- 
chismus, rechts normale Kastration. Narkose: Intravenése Infusion von 
20g Chloralhydrat mit nachfolgender Chloroforminhalation. Nach der 
Operation Tetanusantitoxininjektion. 

Nr. 25. 1'/, Jahre alter Hengst, Warmblut, normal. 

Nr. 25, P. O. 6 Stunden nach erfolgter Kastration. Narkose wie Nr. 24, 
nur 22g Chloralhydrat. Nach Operation ebenso Tetanusantitoxingabe, 
wie Nr. 24. Blutverlust bedingt durch erschwerende Umstande wahrend 
der Operation. 

Resultate. 


1. Gesamteiweif und Eiweiffraktionen. 


Zunachst sollen die Ergebnisse der kjeldahlometrischen Eiweib- 
bestimmungen (Tabelle I) betrachtet werden. Der GesamteiweiBgehalt 
aller untersuchten Proben bewegt sich zwischen 5,08 und 7,96 g°,; 
sieht man von den beiden Fieberfallen Nr. 17 (Anamieverdacht, Tem- 
peratur 41,0°) und Nr. 19 (postoperatives Fieber 39,5°) ab, so liegen alle 
Werte zwischen 6,15 und 7,96 g°,,. Diese Zahlen stimmen sehr gut mit 
denen P. Luys iiberein, der bei 31 klinisch gesunden Pferden 5,53 bis 
7,59 g°.., bei 24 an infektidser Animie kranken 5,16 bis 8,02 g°,, EiweiB 
ermittelte. Es ist zu bemerken, daB8 der Minimalwert 5,53 bei den 
gesunden Tieren Zuys nur einmal vorkam, der nachsthéhere war 
bereits 6,01 g°,. Luy fand ferner fiir Kaltbliiter durchschnittlich héhere 
EiweiBgehalte als fiir Warmbliiter. An dem vorliegenden Material 
liegen die Verhaltnisse gerade umgekehrt, allerdings waren nur die 


Tabelle I. GesamteiweiB und Eiweibfraktion (g% N - 6,25). 
Mikro-Kjeldahl-Methode. 





‘a : , >seudo- >seudo- jesamt- : ; -  Albumi 

Nr. Euglobulin Pia donee II pr Albumin Sheuis Sau 
15 1,08 1,58 1,62 4,28 3,61 7,89 0,84 
17 0,77 0,79 1,56 3,13 213 5,25 0,68 
19 0,29 2,10 0,91 3,30 1,78 5,08 0,54 
18 0,80 2,05 1,22 4,06 2,48 6,54 0,61 
18PO 0,64 2,15 1,35 4,14 2,09 6,23 0,50 
20 1,96 2,05 0,85 4,86 2,66 7,52 0,55 
20P 0 0,88 2,21 0,90 3,99 2,34 6,32 0,59 
21 0,61 2,01 0,61 3,22 3,46 6,68 1,07 
21P0 0,37 1,66 0,66 2,68 3,48 6,16 1,30 
22P0 0,32 2,40 0,31 3,03 3,27 6,29 1,18 
2? 1,12 1,27 0,98 3,36 2,78 6,15 0,83 
23P0 0,98 1,95 0,98 3,90 3,15 7,06 0,77 
24 0,62 2,21 2,34 5,16 2,80 7,96 0,54 
24P0 0,11 2,63 2,27 5,01 2,38 7,39 0,48 
25 1,28 1,44 2,22 4,93 2,68 7,61 0,54 


25P0 1,21 1,32 1,66 4,19 2,55 6,74 0,61 
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Tiere Nr. 24 und 25 Warmblut, alle iibrigen acht gehérten Kaltblut- 
schlagen an. 

Das Albumin/Globulinverhaltnis bewegt sich (Abb. 1) zwischen 
den Grenzen 0,48 und 1,30; in der Mehrzahl der Faille (82°,) liegt es, 
gleichgiiltig, ob man nur die voroperativen oder alle Bestimmungen 
betrachtet, unter 1. Damit bestatigen sich die Angaben v. Deseds 
sowie Luys (Il. c. 8.83). Der letztere fand den Quotienten refrakto- 
metrisch in etwa 85°, seiner Bestimmungen an Normaltieren und 
annamiekranken Pferden (von 0,46 bis 1,24 reichend) < 1, wenn der 
Auswertung die von v. Deseé fiir Pferdeserum ermittelten spezifischen 
Brechungswerte fiir Albumin und Globulin zugrunde gelegt wurden, 
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Abb. 1. Eiwei8fraktionen in Prozenten vom Gesamteiweil. 


wahrend die Anwendung der von Robertson an Rinderserum bestimmten 
fefraktionen beim Pferdeserum unwahrscheinlich hohe Quotienten 
ergab. 

An unserem Material ist auch deutlich ein EinfluB der seit der 
letzten Nahrungsaufnahme vergangenen Zeit auf die EiweiBverteilung 
feststellbar. Er wirkt sich auf das Albumin/Globulinverhaltnis im 
Sinne einer Erniedrigung aus. Wahrend alle iibrigen Tiere die letzte 
Mahlzeit am Vorabend des Operationstages erhalten hatten, war bei 
Nr. 18 und 20 diese Fiitterung, bei Nr. 24 und 25 auch noch die vorletzte 
ausgefallen. Der voroperative Gesamtglobulingehalt liegt bei den 
genannten Tieren deutlich héher als bei den iibrigen, und zwar ent- 
sprechend der langeren Dauer des Fastens bei Nr. 24 und 25 nochmals 
héher als bei Nr. 18 und 20. Infolgedessen liegen die zugehérigen 
Albumin Globulinquotienten durchwegs zwischen 0,5 und 0,6, also 
ziemlich niedrig. Die Zunahme der Globuline durch Fasten betrifft im 
wesentlichen die Pseudoglobulinfraktion (I + Il), wahrend das Euglo- 
bulin hiervon offenbar nicht beeinfluBt wird. 

Dariiber hinaus zeigt die Verteilung der Globulinunterfraktionen 
verhaltnismaBig wenig RegelmaBigkeit. Immerhin laBt sich erkennen, 
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daB das Euglobulin selten mehr als '|, bis !', der Gesamtglobuline 
ausmacht, und da8 oft mehr als die Halfte der Globulinfraktion aus 


Pseudoglobulin I besteht (Abb. 1) 


2. Vergleich der vor- und nachoperativen Eiweifwerte. 


6 Stunden nach der Operation war der GesamteiweiBgehalt mit 
Ausnahme des Falles Nr. 23 stets deutlich niedriger als vor der Operation 
(Abb. 2). Bei Nr. 23 war im Unterschied zu den itibrigen Fallen nur 
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Abb. 2. GesamteiweiBgehalt vor und nach der Operation. 


lokal betaubt worden, der Blutverlust war gering. Die Erniedrigung 
des GesamteiweiBgehalts nach der Operation diirfte im wesentlichen als 
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Abb. 3. Gesamtglobulin und Albumin vor und nach der Operation. 





dieser Abnahme des GesamteiweiBgehalts sind nach dem Eingriff aber 
auch die einzelnen EiweiBgruppen absolut und relativ zueinander in 
spezifischer Weise verschoben (Abb. 1 und 3). Typisch kehrt in allen 
Fallen die Abnahme des Euglobulingehalts wieder, mit Ausnahme von | 
Nr. 25 auch relativ zu den iibrigen Globulinfraktionen und dem Gesamt- 
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ine eiweiB. Umgekehrt ist der relative Anteil der schwerer aussalzbaren 
aus Fraktionen (Albumin -- Pseudoglobulin I und II) nach der Operation 


stets erh6ht (Abb. 1), obwohl ihre absolute Konzentration gleichfalls 
abgenommen hat. Wenn auch das Ausma®8 der erwahnten Ver- 
schiebungen von Fall zu Fall ohne erkennbare Beziehung zu dem 


mit jeweiis vorgenommenen Eingriff wechselt, so ist doch ihre Gleich- 
on sinnigkeit bemerkenswert. Ob sich hierin etwa ein Einflu8 der Narkose 
nur bzw. des Narkoticums aufert, laBt sich an dem vorliegenden Materia! 


nicht entscheiden. Vielleicht steht die relative Vermehrung der stabileren 
EiweiBbfraktionen mit der postoperativen Regeneration der Serum- 
proteine in Zusammenhang, die zuerst bei den niedrigermolekularen 
Fraktionen einsetzt und sich méglicherweise nicht auf die Albumin- 
fraktion (4) beschrinkt. Denn dann ware eine regelmabige Verlagerung 
des Albumin /Globulinverhaltnisses zu erwarten, die indessen tatsachlich 
nicht besteht. Dreimal ist Albumin/Globulin nach der Operation 
gréBer, ebensooft kleiner als vor der Operation. Stellt man hingegen 
die Euglobulinfraktion der Summe der iibrigen EiweiBk6érper des 
Serums gegeniiber (Euglobulin:[Albumin + Pseudoglobulin I + Pseudo- 
globulin II]}), so ergibt sich in fiinf von den sechs Fallen ¢ine post- 
operative Abnahme dieses Quotienten um 20 bis 50°, einmal bleibt 








ung er innerhalb der Fehlergrenze unverandert. 
1 als 
Ber 3. Die nephelokolorimetrische Methode 
Die nephelokolorimetrische Methode (Tabelle II) lieferte von den 
kjeldahlometrischen Bestimmungen stark abweichende Resultate. Am 
besten stimmen noch die Werte fiir das Gesamteiweif, die im Mittel mit 6,67 
gegeniiber 6,48 g°, nur um 3 % differieren, doch kommen Einzelabweichun- 
Tabelle II. GesamteiweiB und Eiwei®fraktion (g% N-6,25) im 
Serum. Nephelo-Kolorimetriemethode. 
> ~ : Pseudo- Pseudo- Gesamt- . Gesamt- 
Nr. Euglobulin globulin I globulin II globulin Albumin eiweif 
15 1,23 212 0,14 3,49 4,05 7,54 
17 0,97 1,44 0,53 2,94 1,48 4,43 
19 1,56 1,87 0,53 3,96 2,77 6,73 
18 0,78 2,01 0,05 2,84 3,82 6,66 
Z. Pp. 18P0 0,37 1,77 0,42 2,56 3,57 6,14 
20 1,32 1,72 0,01 3,05 3,05 6,10 
a quate 20 PO 1,10 1,30 0,03 2,42 3.64 6,06 
21 0,95 1,45 0,26 2,67 3,55 6,21 
21P0 0,49 1,37 0,50 2,36 3,47 5,83 
22P0 1,47 1,51 0,56 3.54 2.62 6,16 
aber 23 0,32 1,78 0,83 2,93 3,44 6,36 
a in | 23P0 1,33 1,62 0,28 3,23 3,49 6,72 
; 24 0,99 3,43 0,82 5,2: 2,54 7.78 
allen 24P0 1,22 2.95 0,72 4,89 238 7,27 
- von 25 1,83 1,76 0,55 4,14 3,17 7,31 
25P0 1,92 1,41 0,19 3,52 3,36 6,88 


amt- 
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gen bis zu 1,65 g°% vor. Hingegen werden die Albumingehalte mit der 
Nephelometermethode fast ausnalmslos zu hoch gefunden, so daB sie im 
Mittel rund 15% tuber den Kjeldahl-Werten liegen. Dies diirfte durch die 
Instabilitat der Sulfosalicylséurefallung des Albumins bedingt sein, die zu 
einer fortschreitenden Vergréberung der Suspension und damit zu einer so 
schnellen Zunahme der Triibung fiihrt, daB auch bei schnellster Ablesung 
und Einhaltung gleicher Ablesezeiten keine brauchbaren Resultate erzielt 
werden konnten. Die Fehler der Albuminbestimmung wirken sich auf die 
Werte des Pseudoglobulins II, das sick als Unterschied von Pseudoglobulin | 
und Albumin ergibt, in starkstem Mae aus. Die Mittelwerte der beiden 
Verfahren differierten hier um 70% des Kyeldahl-Wertes. Die Zahlen fiir 
Euglobulin und Pseudoglobulin I zeigen zwar prozentual weniger starke 
Abweichungen, sind aber auch nicht als quantitative Angaben verwertbar. 
Die nephelokolorimetrische Methode hat sich demnach fiir diesen Zweck 
als véllig unbrauchbar erwiesen. Die Ursache diirfte in den verschiedenen 
Fallungsbedingungen bei Proteinvergleichslésung und Untersuchungs- 
l6sung legen. 


!. Rest-N und Polypeptid-N. 
Die Reststickstoffwerte (Tabelle IIL) bewegen sich innerhalb der 
iiblichen Grenzen. Die postoperativen Zahlen sind fiir beide Filtrate 
ungefahr gleichhaufig héher oder niedriger als die voroperativen (Abb. 4). 


Tabelle III. Reststickstoff und Polypeptidstickstoff des Serums 
in mg% N. 











Rest-N ‘ Rest-N 
ee Polypeptid- : ie . v : or.  Polypeptid- 
XT. ©, COOH- pire sm N Nt. | cci,coon.| Phosphor N 
filtrat ——siurefiltrat filtrat siurefiltrat 
15 33,74 31,67 2.07 21P0 35,00 28,93 4,40 
17 40,73 34,07 6,65 22P0 35,60 31,24 4,36 
19 26,14 25,30 0,84 23 26,29 22,64 3,65 
18 25,41 23,31 0,10 23P0); ° 30,82 21,76 9,06 
18P0 28,68 28,43 0,25 424 29,43 28,09 1,34 
20 38,99 23,06 15,93 24P0 27,04 24,74 2,30 
20P0 27,68 27,67 0,01 25 29,18 27,90 1,30 
21 Pe A 32.07 0,70 25P0 34,38 32,07 2,31 
#0 
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Abb. 4. Rest-N im Trichloressigsiure- und Phosphorwolframsdurefiltrat. 








Ein Zusammenhang mit der Art der Narkose ist nicht ersichtlich. Der 
relativ hohe Rest-N des Trichloressigsaurefiltrats bei Pferd Nr. 17 gab 
Veranlassung zur Durchfiihrung der Farbenreaktionen an den Filtraten 
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Tabelle IV. Qualitative Farbenreaktion an Reststickstoff- 
Filtraten. 





Millon-Reaktion Biuretreaktion Ninhydrinreaktion 
Nr. - *>hosphor- , : *hosphor- . *hosphor- 
; cc hed H- fe ul nee? H- W. fram: CO oo? H- shar + 
siurefiltrat siurefiltrat siurefiltrat 
16 0 0 es 0 3 0 + 
17 0 0 0+ 0) rae ae 0 
18 0 0 0 -+ 0 wd 
19 0 0 0- 0 0+ 0-4 
20 0) 0 schwach + 0 a ae 0 
20P0 0 0 O+ 0 O+ O+ 
21 0 0 0 + 0 ie Ou 
21P0 0 0 schwach + 0 ++ 
22P0 0 0 schwach + 0 +4 {. 
23 0 0 O+ 0 ! 0+ 
23P0 0 0 schwach — 0 } { 
24 0 0 0-4 0 O+ 0 
24P0 0 0 schwach + 0 } of. 4 
25 0 0 0 + 0 0 + 0 
25P0 0 0 + 0 
++ tiefblauer Schleier; ++ blauer Schleier; + leicht blauer 


Schleier; 0+ Schleier mit kaum erkennbarem Blau; 0 keine Farbe. 


(Tabelle IV). Wahrend die Millonsche Probe in simtlichen Filtraten 
negativ war, fiel die weitaus empfindlichere Ninhydrinreaktion in allen 
Trichloressigsaure- und den meisten Phosphorwolframsaurefiltraten 
positiv aus. Der Intensitatsunterschied der Blaufaérbung entsprach 
bemerkenswert gut dem Unterschied der N-Gehalte beider Filtrate, 
also dem sogenannten Polypeptid-N*. So schwer es ist, Genaues iiber 
die chemische Herkunft und Struktur von Substanzen auszusagen, die 
durch Ausfallungsmethoden in hoher Verdiinnung fraktioniert werden 
und dabei immer noch dem EinfluB der Polypeptidasen des Blutes 
unterliegen (7), so deutet doch die Parallelitat zwischen dem Ausfall 
der Ninhydrinreaktion und dem ,,Polypeptidindex*™ (Cristol), sowie die 
RegelmaBigkeit, mit der die Differenz der N-Gehalte nach der Operation, 
unabhangig von dem Steigen oder Fallen der Reststickstoffwerte sich 
andert (Abb. 4), darauf hin, daB im wesentlichen immer die gleichen 
K6rper den Polypeptid-N bedingen. Hierfiir spricht auch die Positivitat 
der Biuretreaktion in den Trichloressigsaurefiltraten bzw. ihre Negativi- 
tat in den Phosphorwolframsaurefiltraten. Mit Ausnahme von Nr. 20 
war der Polypeptidstickstoff nach der Operation stets héher als vorher, 
was wohl dem erhéhten Gewebszerfall im Operationsgebiet zuzu- 


* Eine quantitative Auswertung der Ninhydrinreaktion, etwa nach den 
Angaben Riffarts (13), war leider im Rahmen dieser Untersuchung nicht 
méoglich. 
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schreiben ist. Bei Fall Nr. 20 bestand vor der Operation eine Diastase 
mit Ansammlung jauchiger Futtermassen und starker Entziindung 
der betroffenen Gingivateile. Interessant ist das fast vdllige Ver- 
schwinden der Polypeptidfraktion nach Entfernung des Entziindungs- 
herdes, der also wohl die Ursache des ungew6hnlich hohen voroperativen 
Polypeptidwertes gewesen ist. 

Erwahnenswert ist noch, daB die drei Hufkrebsfalle Nr. 18, 19 und 21 
iibereinstimmend die niedrigsten Polypeptidgehalte aufwiesen. 


Zusammenfassung. 


1. Im aseptisch gewonnenen Serum chirurgisch erkrankter Pferde 
wurde kurz vor und 6 Stunden nach der Operation das GesamteiweiB 
und seine Fraktionen (Albumin, Gesamtglobulin, Pseudoglobulin I 
und II, Euglobulin), der Rest-N des Trichloressigsiure- und des Phos- 
phorwolframsaurefiltrats, sowie der Polypeptidstickstoff bestimmt. 

2. Je nach der Schwere des Eingriffs war der GesamteiweiBgehalt 
der postoperativen Seren vermindert. Die Abnahme betraf stets die 
Euglobulinfraktion, die iibrigen EiweiBuntergruppen zeigten kein 
einheitliches Verhalten, so daB der Albumin/Globulinquotient bald 
erniedrigt, bald erhéht sein konnte. Albumin und Pseudoglobuline 
zusammengenommen waren nach der Operation relativ vermehrt. 

3. In den postoperativen Seren fanden sich, von einem Sonderfall 
abgesehen, stets erhéhte Werte fiir‘den Polypeptid-N, unabhangig von 
der Hohe des Reststickstoffs, der seinerseits in keiner Beziehung zu den 
EiweiBfraktionen stand. Die Ninhydrinreaktion der Rest-N-Filtrate 
konnte qualitativ mit dem Polypeptidindex in Zusammenhang gebracht 
werden. 

4. VerhaltnismaBig kurzes Fasten der Tiere lieB den Gesamt- 
globulingehalt im Serum merklich ansteigen.’ 

5. Die nephelokolorimetrische Schnellmethode zur Bestimmung 
der Howeschen EiweiBfraktionen erwies sich als ungeeignet fiir quanti- 
tative Bestimmungen. 

6. Fir die Trennung der EiweiBgruppen nach Howe ist steriles 
Arbeiten unerlaBlich, denn sogar aus Lésungen, die Natriumsulfat bis 
zu Konzentrationen von 22,2° enthielten, konnten anderenfalls Kul- 
turen von Aerobacter aerogenes sowie eines zur Proteusgruppe gehorigen 
Mikroorganismus gewonnen werden. 


Am Ende dieser Untersuchungen, die in den Monaten April bis Juli 
1938 im Tierphysiologischen Institut der Universitat Miinchen durchgefiihrt 
wurden, méchte ich meinem verehrten Lehrer und Freund, Herrn Professor 
Dr. Paechtner, meinen besonderen Dank aussprechen fiir die Beauftragung 
mit der Arbeit, sein interessevolles Entgegenkommen und seine Unter- 
stiitzung in allen Phasen des Problems. Ebenso méchte ich an dieser Stelle 
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Herrn Professor Dr. M. Westhues, Vorstand der Chirurgischen Tierklinik 
der Universitat danken fiir die bereitwillige Unterstiitzung in der Beschaffung 
des Materials. Herrn Dr. Giirsching sage ich fiir mannigfache Unterstiitzung 
gleichfalls herzlichen Dank. 
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Uber den Mechanismus 
der photochemischen Hydroperoxydbildung. 
Von 
K. Yamafuji, N. Nishioeda und H. Imagawa. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1939.) 


Unserer Meinung nach verlauft die photochemische Hydroperoxyd- 
entstehung nach folgenden Reaktionen (A = oxydierbare Substanz) (1). 


2H,O =H,0,+2H, (I) 
2H +0, = H,0,, (11) 
AH, + 0, = H,0, + A. (III) 


Im Jahre 1927 fanden Baur und Newweiler, daB bei Belichtung einer 
wasserigen Zinkoxydsuspension in Luft ein Produkt entsteht, welches in 
saurer Lésung aus Kaliumjodid Jod frei macht. Unter der Annahme, 
daB dieses Produkt Wasserstoffperoxyd sei, schlugen sie folgende 

teaktionsgleichungen vor (E — Lichtempfanger) (2). 


r, {Oo + OH’ + 1/,0, + 1/,H,0, 

ZnO I\ 

- \QO+H+1/,0, = 1), H,0,; sie 
E | +) + Farbstoff > Bleichung, (V) 


LO 4G, wi MO, 
Wenn die Zinkoxydsuspension Glycerin enthalt, so findet nach den 
genannten Autoren folgende Reaktion statt: 
| ©@ +CH,OH-CHOH -CH,OH + 20H’ 
= CH,OH-CO-CH,OH ~ H,0, (VI) 


ZnO 
|oQ+42H'+0, = H,0,. 


Wie aus den Gleichungen IV, V und VI ersichtlich ist, betonen 
Baur und Neuweiler, daB fiir die Hydroperoxydbildung aus Wasser die 
Anwesenheit von Sauerstoff unentbehrlich ist. Wir konnten in den 
friiher mitgeteilten Untersuchungen nachweisen, daf in Gegenwart von 
biologischen Sensibilisatoren die photochemische Wasserzersetzung auch 
unter vollstandigem AusschluB von Sauerstoff stattfindet, obwohl die 
dabei entstandene Hydroperoxydmenge immerhin bedeutend geringer 
ist als bei Anwesenheit von Sauerstoff (1). Um den Mechanismus der 
photochemischen Hydroperoxydbildung eingehender kennenzulernen, 
haben wir in der vorliegenden Arbeit vornehmlich chemisch reine Sub- 
stanzen, wie Zinkoxyd, Eosin, Hamatoporphyrin oder Chlorophyll, als 
Sensibilisatoren benutzt und die Abhangigkeit der Wasserstoffperoxyd- 
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bildung von der Abwesenheit von Sauerstoff, von der absorbierten 
Sauerstoffmenge, dem Vorhandensein verschiedener oxydabler Stoffe, 
der Bestrahlungsdauer und ferner von der Menge des zugesetzten 
Sensibilisators untersucht. Durch diese Versuche sowie durch die an- 
deren Zusatzversuche konnten wir die Richtigkeit unserer Auffassung, 
daB die photochemische Bildung von Wasserstoffperoxyd nach den oben 
angegebenen Reaktionen I, II und III erfolgt, weiter bestatigen. 


Der Grundgedanke von Baur, daB eine Depolarisation durch Licht 
stattfindet (3), erscheint uns sehr interessant. Er und Newweiler disku- 
tierten aber den Mechanismus der Hydroperoxydentstehung nur auf 
Grund einiger ziemlich einfacher Versuche. Wir haben in dieser Versuchs- 
reihe zunichst die von ihnen berichteten Versuche mit Zinkoxyd 
nachgepriift und dann unter verschiedenen Bedingungen Bestrahlungs- 
versuche mit Eosin, Hamatoporphyrin sowie Zinkoxyd ausgefihrt 


(Tabelle I). 


Tabelle I. Sensibilisator allein oder Sensibilisator + oxydierbare 
Substanz in l0cem Wasser. 
Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. Abstand vom Leuchtfaden: 20cm. Be- 
1 . . 
strahlungsdauer: 4 Stunden. Bestrahlt in Luft. Strahlenfilter: Glas. 





Hydro- Hydro- Hydro- 
peroxyd peroxyd peroxyd 
in mg in mg in mg 
0,6g Zinkoxyd 0,053 5mg Eosin 0,032 Smg Hamato- 0,021 
porphyrin 
05g Zinkoxyd 0,204 5mg Eosin 0,070 Smg Hémato- 0,022 
+0,5g Glucose + 0,5 g Glucose porphyrin 
+ 0,5 g Glucose 
05g Zinkoxyd 0,239 5mg Eosin 0,037 5 mg Hamato- 0,038 
+ 0,5 g Glycerin + 0,5g Glycerin porphyrin 
+ 0,5 g Glycerin 
0,g Zinkoxyd 0,106 5 mg Eosin 0,029 5 mg Hamato- 0,027 
+ 0,5 g Glykokoll + 0,5 g Glykokoll porphyrin 


+ 0,5 g Glykokoll 


Das von uns benutzte Zinkoxyd wurde zur volistandigen Entfernung 
organischer Beimengungen vorher wiederholt mit heiBem Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Bei den Versuchen in Tabelle I wurde jedesmal 
die Zersetzlichkeit des gebildeten Produktes durch Katalase bei neutraler 
Reaktion untersucht. Dabei wurde festgestellt, daB bei Belichtung der 
obenerwahnten Substanzen in Anwesenheit von Wasser kein durch 
Katalase nicht spaltbares Metall- oder Farbstoffperoxyd entsteht, 
d.h. daB die Substanz, welche aus Kaliumjodid das Jod frei macht, 
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nur aus Wasserstoffperoxyd besteht, wie schon Baur und Neuweiler 
bei den Versuchen mit Zinkoxyd angenommen haben. Bei den gleich- 
zeitig angestellten Kontrollversuchen im Dunkeln wurde keine Peroxyd- 
bildung beobachtet. Die Ergebnisse dieser Versuche bilden eine wichtige 
Stiitze fiir die Theorie der photochemischen Wasserzerlegung. Der 
Wasserstoff im Wasserstoffperoxydmolekiil, das bei Belichtung einer 
wasserigen Zinkoxydsuspension gebildet wurde, stammt offenbar aus 
dem Wasser. Die Tatsache, daB hierbei durch Zusatz von Glucose, 
Glycerin oder Glykokoll die Hydroperoxydentwicklung bedeutend be- 
schleunigt wird, kann durch das Auftreten der Reaktion III erklart 
werden. Da aber bei Bestrahlung der wasserigen Lésung von Glucose 
oder Glycerin allein, wie wir friiher berichtet haben (1), keine Hydro- 
peroxydbildung stattfindet, beruht diese Erscheinung darauf, daB unter 
der sensibilisierenden Wirkung des Zinkoxyds die photochemische 
Autoxydation der genannten Stoffe beférdert wurde. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, wird eine solche Beschleunigung 
der Hydroperoxydbildung nur bei den Versuchen mit Zinkoxyd deutlich 
beobachtet. Wir haben weiter Belichtungsversuche mit verschiedenen 
Mengen Eosin oder Hamatoporphyrin durchgefiihrt und festgestellt, 
daB auf jeden Fall keine deutliche Steigerung der Wasserstoffperoxyd- 
bildung durch Zusatz von Glucose, Glycerin oder Glykokoll erfolgt. Im 
Laufe der Untersuchungen iiber die photosensibilisierende Wirkung der 
von uns bereiteten biologischen Praparate haben wir gelegentlich ge- 
funden, da bei Bestrahlung der wasserigen Lésungen von Eosin 

einem Praparat aus lebenden Hefezellen (Sacch. formosensis) oder 


Tabelle II. 


Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle I. 





Hydro- Hydro- Hydro- 


peroxyd peroxyd peroxyd 
in mg in mg in mg 
1 mg Eosin 0,017 1 mg Eosin 0,018 | 1mg Hamato- 0,009 


porphyrin 
10 mg Hefe- 0,014 10 mg Blatt- 0,010 10 mg Hefe- 0,015 


praparat praparat praparat 
1 mg Eosin 0,094 1 mg Eosin 0,070 1 mg Hamato- 0,040 
+ 10 mg Hefe- + 10 mg Blatt- porphyrin 
praparat praparat + 10mg Hefe- 
praparat 
10mg Zinkoxyd 0,012 10mg Zinkoxyd 0,014 10 mg Blatt- 0,009 
praparat 
10mg Zinkoxyd 0,015 10mg Zinkoxyd 0,036 1 mg Hamato- 0,021 
+ 10mg Hefe- + 10 mg Blatt- porphyrin 
praparat praparat +10mg Blatt- 


praparat 
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aus griinen Zuckerrohrblattern [vgl. (1)] bzw. von Hamatoporphyrin 
+ einem dieser Praparate eine viel gréBere Menge Wasserstoffperoxyd 
entsteht, als bei Belichtung der wasserigen Lésungen von Eosin oder 
Hamatoporphyrin allein bzw. des betreffenden Praparates allein 
(Tabelle I). 

Tabelle II zeigt auch, daB bei Versuchen mit Zinkoxyd unter Zusatz 
eines Praparates keine oder nur eine geringe Beférderung der Hydro- 
peroxydbildung stattfindet. Der bemerkenswerte Befund, dab Reak- 
tion III nur unter bestimmten Bedingungen auftritt, ist wahrscheinlich 
dadurch zu erklaren, daB fiir die Hydroperoxydbildung durch photo- 
chemische Autoxydation eine besondere Bindungsweise, vielleicht eine 
komplexartige Verbindung zwischen Sensibilisatoren und oxydierbaren 
Substanzen notwendig ist, oder dadurch, daB fiir die Oxydation jeder 
Substanz nur eine besonders begrenzte, durch einen bestimmten Licht- 
empfanger sensibilisierte Wellenlange wirksam ist. Aus diesen Ver- 


Tabelle III. 
Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle I. Gas im Gefa8: Stickstoff. 





Hydro- Hydro- Hydro- 
peroxyd peroxyd peroxyd 
in mg in mg in mg 


3 mg Eosin 0,025 3g Zinkoxyd 0,015  2mg Hamato- 0,014 
porphyrin 
3mg Eosin 0,021 3¢ Zinkoxyd 0,012 2mg Hamato- 0,012 
+ 50mg Glucose + 1g Glucose porphyrin 
+ 50 mg Glucose 


1mg Eosin 0,024 2g Zinkoxyd 0,013 1 mg Hamato- 0,007 


porphyrin 
1 mg Eosin 0,020 2g Zinkoxyd 0,010 1 mg Hamato- 0,004 
+ 50 mg Glucose + 1g Glucose porphyrin 


+ 50 mg Glucose 
0,6 mg Eosin 0,027 0,5g Zinkoxyd 0,014 0,2mg Hamato- 0,003 
porphyrin 
0,5 mg Eosin 0,018 0,6g Zinkoxyd 0,009 0,2mg Hamato- 0,002 
+ 50 mg Glucose + 1g Glucose porphyrin 
+ 50 mg Glucose 
0,05 mg Eosin 0,025 0,05g Zinkoxyd 0,017 0,05mgHamato- 0,004 
porphyrin 
0,05 mg Eosin 0,019 0,05g¢ Zinkoxyd 0,007 0,05mgHamato- 0,002 


+ 50 mg Glucose + 1g Glucose porphyrin 
+ 50 mg Glucose 
0,001 mg Eosin 0 0,001 gZinkoxyd 0 0,005mg Hamato- 0 
porphyrin 
0,001 mg Eosin 0 0,001 gZinkoxyd 0 0,005mg Hamato- 0 
+ 50 mg Glucose + 1g Glucose porphyrin 


+ 50 mg Glucose 
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suchen kénnen wir schlieBen, da} die Autoxydationsvorgange sicherlich 
in gewissen Fallen an der photochemischen Bildung des Wasserstoff- 
peroxyds beteiligt sind, obwohl wir in den friiheren Arbeiten (1) diese 
Erscheinung nicht so deutlich nachweisen konnten. 

Um die Beziehung zwischen Wasserzersetzung und Autoxydation 
weiter zu klaren, muBten Belichtungsversuche unter vollstandigem 
AusschluB von Sauerstoff durchgefiihrt werden (Tabelle IIT). 

Bei diesen Versuchen wurde die Hydroperoxydmenge nach der 
jodometrischen Methode bestimmt. Wenn dabei die manometrische 
Methode verwendet worden ware (s. unten), so hatte man, wie wir 
friiher mitgeteilt haben (1), viel hGhere Werte erhalten. Aus Tabelle III 
geht hervor, daB unter den drei Lichtempfangern das Eosin die starkste 
sensibilisierende Wirkung besitzt. Bei Bestrahlung in Stickstoff erfolgt 
selbstverstandlich keine Hydroperoxydbildung durch photochemische 
Autoxydation; in Gegenwart von oxydierbaren Stoffen, z. B. Glucose, 
wird das einmal entstandene Wasserstoffperoxyd, wie die Daten in 
Tabelle III zeigen, teilweise zur Oxydation verbraucht. Aus der Tat- 
sache, da bei Bestrahlung der Zinkoxydsuspension in Stickstoff eine 
bedeutend geringere Menge Wasserstoffperoxyd gebildet wird als bei 
der in Luft, und daB durch VergréBRerung der Zinkoxydmenge oder 
durch Glucosezusatz die Hydroperoxydbildung nicht beschleunigt wird, 
kann geschlossen werden, da der Sauerstoff im Zinkoxydmolekiil 
sowohl bei der Wasserzersetzung als auch bei der photochemischen 
Autoxydation keine direkte Rolle spielt, d. h. daB das Zinkoxydmolekil 
als solches nur photosensibilisierend wirkt. Bei Bestrahlung der Eosin- 
lésung wird innerhalb eines gewissen Bereichs der Sensibilisatormengen 
eine ungefahr gleiche Menge Wasserstoffperoxyd gebildet. Wenn wir 
annehmen, daB der Wasserstoff im Eosinmolekiil Cop H,O; Bry Naz voll- 
kommen zur Hydroperoxydbildung benutzt werde, so miiBten wir nach 
der Gleichung 6H + 30, + 3H,0. aus 0,05 mg Eosin 0,0074 mg 
Wasserstoffperoxyd erhalten, obwohl eine so vollstandige Ausnutzung 
des Wasserstoffatoms fiir die Hydroperoxydentstehung sicher nicht 
stattfindet. Der Versuch in Tabelle III, in dem wir durch Belichtung 
der wasserigen Lésung von 0,05 mg Eosin in Stickstoff, der tiber glithen- 
dem Kupfer von Spuren Sauerstoff befreit worden war, 0,025 mg Wasser- 
stoffperoxyd erhalten konnten, bietet ein einwandfreies Beispiel der 
photochemischen Wasserzersetzung. 


II. 


In dieser Versuchsreihe haben wir das Verhalten des Sauerstoffs 
bei der photochemischen Hydroperoxydbildung untersucht. Wir 
haben zunichst festgestellt, daB unter geeigneten Bedingungen eine 
Bildung von Wasserstoffperoxyd ohne Veranderung des Gasvolumens 
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stattfindet (Tabelle I). Dabei wurde die Sauerstoffabsorption nach der 
manometrischen Methode von Warburg und die entstandene Hydro- 
peroxydmenge nach der jodometrischen Methode bestimmt. Da die 
bestrahlte wasserige Lésung von Eosin, Hamatoporphyrin oder Zinkoxyd 
bei Zusatz von mit Wasser hamolysiertem Blut bzw. von Katalase- 
lésung aus Ochsenleber unter Umstanden Gas in Freiheit setzt, kann 
hierbei das manometrische Verfahren zur Hydroperoxydbestimmung 
nicht verwendet werden. Um die Zersetzung des gebildeten Wasser- 
stoffperoxyds méglichst zu vermeiden, wurden die Manometer wahrend 
der Bestrahlung nicht geschiittelt. 


Tabelle IV. Sensibilisator in 5eem Wasser. 
Versuchstemperatur: 30°. Gas: Sauerstoff. Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. 
Abstand vom Leuchtfaden: 10cm. Strahlenfilter: Glas. 





Bestrahlungs- Abnahme des Entstandenes 

dauer Gasvolumens Hydroperoxyd 
in Min. in emm in mg 
AN MAE aU oe 6 cad earese ecg Hearne 60 0 0,0145 
ME RI 9 Soc Gia oa 0-4 Soe ai 4: 0:N 8 60 0 0,0068 
0,6mg Hamatoporphyrin ......... 20 0 0,0013 
3 mg vorbelichtetes Blattpraparat . . 60 0 0,0027 
3 mg vorbelichtetes Hefepraparat .. 120 0 0,0020 


Die bei den obenerwahnten Versuchen verwendeten Praparate aus 
Hefe und Zuckerrohrblattern wurden in der friiher angegebenen Weise (1) 
hergestellt. Der Befund, daB bei Bestrahlung keine Veranderung des 
Gasvolumens erfolgt, weist darauf hin, daB dabei die Hydroperoxyd- 
bildung ausschlieBlich nach den Reaktionen I und II erfolgte: in diesem 
Falle verbindet sich der durch Wasserspaltung frei gemachte Wasser- 
stoff weiter mit aquivalenten Molekiilen Sauerstoff. Da aber diese Er- 
scheinung nicht stets beobachtet werden konnte, nahmen wir an, dab 
die Verbindung zwischen Wasserstoff und Sauerstoff unter ungiinstigen 
Bestrahlungsbedingungen unvollkommen bleibt. Wir haben daher die 
Abhangigkeit der Sauerstoffbilanz von der Bestrahlungsdauer unter- 
sucht. In Tabelle V wurde die entwickelte Sauerstoffmenge aus dem 
jodometrisch bestimmten Wasserstoffperoxyd nach der Gleichung 
2 H,O, > 2 H,O + O, berechnet. 

Nach den Gleichungen V und VI von Baur und Neuweiler mub 
die aus dem photochemisch gebildeten Wasserstoffperoxyd durch 
Katalase entwickelte Sauerstoffmenge stets weniger als die Halfte des 
wahrend der Bestrahlung absorbierten Sauerstoffs betragen. Obwohl 
das Verhaltnis entwickelter Sauerstoff : absorbierter Sauerstoff mit der 
Belichtungszeit abnimmt, kénnen die in Tabellen LV und V angegebenen 
Versuchsergebnisse durch die Formulierung von Baur nicht richtig 














410 K. Yamafuji, N. Nishioeda u. H. Imagawa: 


Tabelle V. 
Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle IV. 





Absor- Ent- 
Bestrahlungs- bierter  wickelter Entwickelter O, 


Jauer . : - 
; in Sek. = ye Absorbierter O, 

Smeg AiR ye hoi oui: bsds ve 5 0 0,0023 

Bi. nate TONER aA NER or 180 0 0,0088 

S. bn Saami ol A ce Te hn as 300 0,0113 0,0145 1,28 
5 , ZnO +5mg Glucose ..... 5 0 0,0041 — 
Dive. a; ee sa ds ny alee 60 0,0017 0,0063 3,97 
Dies 9 +5 4, Be alee 600 0,0174 0,0134 0,77 
Bi ee See Ves) Cre 900 0,0295 0,0177 0,60 
ee oe tees 5 0 0 — 
oo » +3mg iin: 5 0 0,0012 — 
: 3 ieee | lichtetes | 60 0,0017 0,0031 1,82 
Sore ier ae Sefo. 300 0.0121 0,0047 0,39 
Ln om» +3 | praparat | 600 0.0189 0.0049 0,85 
bas aa ae ee 900 0,0226  0,0049 0,22 


erklart werden. Bei Eosin + vorbelichtetem Hefepraparat wird die 
Sauerstoffabsorption jedoch mit der Bestrahlungsdauer starker, wahrend 
die Hydroperoxydbildung nach bestimmter Zeit ungefahr konstant 
bleibt; infolgedessen wird hierbei das Verhaltnis von entwickeltem zu 
absorbiertem Sauerstoff nach langerer Belichtungszeit unter 0,5 herab- 
gedriickt. Dies ist zum Teil auf Zersetzung des gebildeten Wasserstoff- 
peroxyds durch das Licht sowie auf den Verbrauch desselben durch 
oxydierbare Substanzen zuriickzufiihren. Es besteht auBerdem die 
Méglichkeit, daB besonders bei langer Bestrahlung der absorbierte 
Sauerstoff nicht vollkommen fiir die Hydroperoxydbildung ausgenutzt 
werden kann, da dabei z. B. eine photochemische Oxydation mittels des 
durch Licht aktivierten Sauerstoffs stattfindet. Die letztgenannte 
Reaktion, die durch die Forme! AH, + O = A + H,O ausgedriickt 
wird, ist von Interesse im Vergleich zur Reaktion IIT: AH, + O, = A 
+ H,O,, welche wahrscheinlich nur mit aktiviertem Wasserstoff zu- 
stande kommt. Uber die Sauerstoffaktivierung durch Licht wollen wir 
spater berichten. 

Es ist bemerkenswert, daB schon nach sehr kurzer Belichtungszeit, 
ja selbst nach 5 Sekunden, eine erkennbare Menge Wasserstoffperoxyd 
aus geringen Mengen von Sensibilisatoren oder von Gemischen aus 


Tabelle VI. 
Bestrahlt in 25 ccm Wasser. Bestrahlungsdauer: 1] Stunde. 





25 mg Zinkoxyd 25 mg Zinkoxyd + 25 mg Glucose 





hell dunkel hell dunkel 


Hydroperoxyd in mg .. 0,0042 0 0,0140 0 
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Sensibilisator + biologischer Substanz entsteht. Durch weitere Ver- 
suche konnten wir feststellen, daB unter der sensibilisierenden Wirkung 
des Zinkoxyds das Wasser auch durch das Tageslicht im Zimmer ge- 
spalten wird (Tabelle VI). 

Auf Grund der bemerkenswerten Befunde iiber das Verhalten der 
Enzyme, vor allem der Katalase, beim Seidenspinner unter verschiedenen 
physiologischen Umstanden (4), kam einer von uns im Jahre 1933 auf die 
Idee, daB das Wasser im Organismus in Verbindung mit Bestrahlung als 
direkte Energiequelle dienen kénnte. Obwohl diese Ansicht durch eine 
Reihe von Untersuchungen erhartet worden ist (5), liegt ibre Schwache noch 
darin, daB nach unseren bisherigen Erfahrungen verhaltnismaBig starkes 
Licht fiir die biologische Wasserzersetzung notwendig zu sein scheint. Die 
in Tabellen V und VI wiedergegebenen Ergebnisse zeigen aber, daB diese 
Theorie durch eingehendere Versuche weiter gestiitzt werden kann. 

Wir haben dann die Abhangigkeit der Hydroperoxydbildung von 
der Menge des Sensibilisators und der oxydierbaren Substanz untersucht 
(Tabelle VII). 

Tabelle VII. 
Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle IV. Bestrahlungsdauer : 
3 Stunden. 





Zinkoxyd Glucose Absorbierter Entwickelter Entwickelter O, 
in mg in mg “ae” oo Absorbierter O» 
3 0 0 0,0022 — 
10 0 0 0,0022 
20 0 0 0,0019 - 
3 5,00 0,0035 0,0047 1,34 
6 5,00 0,0052 0,0063 1,21 
10 5,00 0,0071 0,0069 0,97 
20 5,00 0,0071 0,0072 1,01 
5 0,01 0 0,0025 - 
5 0,05 0 0,0036 — 
5 0,50 0,0035 0,0047 1,34 
5 3,00 0,0088 0,0053 0,60 
5 20,00 0,0115 0,0063 0,55 


Aus Tabelle VII geht hervor, daB bei Bestrahlung der wasserigen 
Suspension von Zinkoxyd allein die Wasserstoffperoxydbildung durch 
eine erhéhte Sensibilisatormenge nicht beschleunigt wird. Wenn dabei 
aber eine bestimmte Menge Glucose zugesetzt wird, so vermehrt sich 
die Hydroperoxydmenge mit der Zunahme an Zinkoxyd (vgl. Ta- 
belle III). Ist die Zinkoxydmenge konstant, so wird die Hydroperoxyd- 
bildung mit Vermehrung der Glucosemenge starker. Bei Bestrahlung 
einer Mischung von Zinkoxyd und Glucose nimmt das Verhaltnis ent- 
wickelter Sauerstoff : absorbierter Sauerstoff mit der Steigerung der 
Menge einer der beiden Substanzen ab. Im allgemeinen verlaufen die 
drei Reaktionen J, II und III nicht mit gleicher Geschwindigkeit ; je 




















412 


K. Yamafuji, N. Nishioeda u. H. Imagawa: 






schneller Reaktion III im Vergleich zu I und II verlauft, um so starker 
nahert sich dieses Verhaltnis 0,5. 

Es wurde ferner untersucht, ob durch Anderungen der Bestrahlungs- 
temperatur die Geschwindigkeit der Hydroperoxydentstehung beeinfluBt 
wird (Tabelle VIII). 








Tabelle VIII. 
Sestrahhing wie bei den Versuchen in Tabelle IV. Bestrahlungsdauer : 
5 Minuten. 




































Bestrahlunge- blerter = Entwickelter O, 
—n Sauerstoff Sauerstoff Absorbierter O. 
in mg in mg 4 
DMG DMRORGO css tatu x 15 0 0,0019 — 
Bo RE ER aco meen ey 25 0 0,0019—, m 
5 ,, Ai eerie, iy Geri 35 0,0017 0,0019 1,12 
5 ,, ZnO+0,5 mg Glucose ... 15 0,0038  0,0047 1,24 
 —e of OLD sw ne st 25 0,0056 = =0,0047 0,84 
ie so OD. a st 35 0,0108  0,0050 0,46 
1 ,, Eosin+ 1mg Hefepriparat 15 0 0,0016 _ 
] ” ” + 1 ” 9 * 25 0 0,0016 ares 
LS a 2 ae a 35 0 0,0016 


Wie aus Tabelle VIII ersichtlich ist, iibt Temperaturerhéhung auf 
die Sauerstoffabsorption eine férdernde Wirkung, aber auf die Hydro- 
peroxydbildung fast keinen Einfly8 aus. Das Verhaltnis von ent- 
wickeltem Sauerstoff zu absorbiertem wird infolgedessen bei héherer 
Temperatur unter Umstanden unter 0,5 herabgedriickt. Diese Er- 
scheinung ist, wie oben erwahnt, zum Teil auf das Auftreten der Reaktion 
AH, + O = A+ H,9O zuriickzufiihren. 

Bei den obenerwaihnten Versuchen haben wir gefunden, daB die 
Steigerung der Hydroperoxydbildung bei Zusatz oxydierbarer Sub- 
stanzen eine Erhéhung der Sauerstoffabsorption mit sich bringt. Wenn 
aber die Kombination Sensibilisator—oxydierbare Substanz ungeeignet 
ist (vgl. Tabelle I und II), so findet eine solche Steigerung der Hydro- 
peroxydentwicklung nicht statt. Da®B sich in diesem Falle auch die 
Sauerstoffabsorption durch Zusatz eines oxydierbaren Stoffes nicht 
erhéht, wurde durch folgende Versuche bestatigt (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 


Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle IV. 





. | Absor- Ent- ’ : 
eer bierter wickelter Entwickelter 0. 
in Min, | Sauerstoff Sauerstoff Absorbierter O, 
; in mg in mg 
1 mg Hamatoporphyrin ........ 20 0,0052  0,0053 1,02 


1 mg Hamatoporphyrin + 3 mg 
NON EGET TOS 20 0,0055  0,0054 0,98 
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Wir haben bei den Versuchen der Tabellen IV bis IX stets die 
wahrend der Bestrahlung durch die Zusatze verbrauchte Menge Wasser- 
stoffperoxyd ermittelt. Da aber der dabei gefundene Wert sehr gering 
war, konnte er vernachliassigt werden. 


Nach der Gleichung (V) von Baur und Neuweiler verbindet sich 
der durch Wasserspaltung entstandene Wasserstoff zur Bildung von 
Wasserstoffperoxyd mit Sauerstoff, wihrend der Farbstoff bloB entfarbt 
wird. Es ist aber méglich, daB das Wasserstoffperoxyd auch durch 
photochemische Autoxydation des sensibilisierend wirkenden Farbstoffs 
entsteht. Bei Bestrahlungsversuchen mit einer wasserigen Eosin- oder 
Hamatoporphyrinlésung allein konnten wir in der Tat trotz der Sauer- 
stoffabsorption einen Wert des Sauerstoffverhaltnisses von tiber 0,5 
erhalten (vgl. Tabelle IX), obgleich nach der Reaktion V dieses Ver- 
haltnis unter 0,5 sein miiBte. Wir haben nun einige Versuche iiber die 
Beziehungen zwischen Wasserstoffperoxydbildung und dem Grad von 
Oxydation bzw. Entfarbung des sensibilisierenden Farbstoffs ausgefiihrt. 
Zunachst wurden 20 ccm einer 0,25°/,igen wasserigen Eosinlésung in 
diinner Schicht in eine Glasschale gebracht, im Abstand von 20 cm mit 
einer 200-Watt-Lampe belichtet und die Sensibilisierungsfahigkeit des 
vorbelichteten Eosins in ahnlicher Weise wie friiher (1) ermittelt (Ta- 


belle X). 


Tabelle X. 1mg vorbelichtetes Eosin in 10cem Wasser. 


Bestrahlungsdauer: 4 Stunden. 





Vor- Vor- Vor- 
belichtungs- Hydroperoxyd belichtungs- Hydroperoxyd | belichtungs- Hydroperoxyd 
dauer in mg dauer in mg dauer in mg 
in Std. in Std. in Std. 
0 0,0027 41 0,002: 112 0,0021 
5 0,0026 70 0,0023 35 0,0019 
23 0,0024 88 0,0021 154 0,0018 











Die Hydroperoxydmenge vermindert sich mit der Bestrahlungs- 
dauer allmahlich. Da aber die vollstandige Entfarbung von Eosin oder 
Hamatoporphyrin sehr schwer zu sein scheint, haben wir dann die Vor- 
bestrahlung mit Sonnenlicht ausgefiihrt. 

Im Hinblick auf die Kohlenséureassimilation wurde bei diesem 
Versuch auch Chlorophyll aus Zuckerrohrblaittern auf seine Sensibili- 
sierungsfahigkeit untersucht. 

Die Isolierung von reinem Chlorophyll aus Zuckerrohrblattern ist sehr 
schwierig. Die vorsichtig getrockneten Blatter sind als Ausgangsmaterialien 
ungeeignet. Nach einer Reihe von Vorversuchen wurde die Darstellung 
von Chlorophyll aus frischen Blattern nach der Methode von Willstdtter und 
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Stoll (6) mit einigen Abanderungen durchgefiihrt. Die frischen griinen 
Blatter wurden mit Wasser gewaschen, entstielt und mittels einer Maschine 
zerkleinert. 250g Blattmehl wurden auf der Nutsche mit 90 °%igem Aceton 
entwassert und vorextrahiert. Der Vorextrakt ist gelb und enthalt nur 
wenig Chlorophyll. Dann wurde das Blattmehl nochmals solange mit 
90 °,igem Aceton extrahiert, bis das Filtrat hellgriin abfloB. Wir lieBen das 
erhaltene griine Filtrat unter Umschwenken in 300 cem Petrolather ein- 
laufen, wobei sich die Schichten scharf trennten. Die obere Schicht, welche 
das Chlorophyll enthalt, wurde zweimal mit 250 cem Wasser und hierauf 
noch zweimal mit 250 cem 80 %igem Methylalkohol gewaschen. Bei darauf- 
folgendem sechsmaligem Waschen mit je 300 cem Wasser schied sich das 
Chlorophyll ab. Das abgeschiedene Chlorophyll, sowie das in der Petrol- 
ithermutterlauge zuriickgebliebene, wurden mit Talk aufgenommen, auf 
der Nutsche mit Petrolather geniigend gewaschen und dann mit Ather 
ausgezogen. Der Atherextrakt wurde mit Natriumsulfat getrocknet, nach 
dem Einengen mit leichtfliichtigem Petrolather versetzt und iiber Nacht 
stehengelassen. Das ausgefallte Chlorophyll betrug 0,2 g. 

Zur Vorbestrahlung wurde Img jedes sensibilisierenden Farbstoffes in 
leem Alkohol gelést, in einen kleinen Erlenmeyer-Kolben gebracht und 
dann der Alkohol eingedampft. Der Sensibilisator bleibt so als Membran 
auf dem Boden des Kolbens zuriick. Der Kolben wurde verschlossen und 
den Sonnenstrahlen ausgesetzt. Zugleich wurde 1 mg Sensibilisator in 
5ecem Lésungsmittel aufgenommen und als Lésung oder Suspension vor- 
belichtet. Im letzteren Falle wurde nach Abdampfen des Lésungsmittels 
der Sensibilisator wieder in Wasser suspendiert, hierauf mit Sonnenlicht 
bestrahIt und das gebildete Wasserstoffperoxyd jodometrisch bestimmt 
(Tabelle XI). - 


Tabelle XI. Vorbelichteter Farbstoff in 10cem Wasser. 


Bestrahlungsdauer: 5 Stunden. 








Chlorophyll Eosin Haimatoporphyrin 
Ree eS Hydro- Hydro- Hydro- 
Vorbestrahit peroxyd Vorbestrahlt peroxyd Vorbestrahlt peroxyd 

in mg in mg . in mg 


Ohne Lésungs- | 0,0123 | Ohne Lésungs- 0,0039 Ohne Lésungs- 0,0114 


mittel; 42 Std. | mittel; 150 Std. mittel; 145 Std. 
Mit Wasser; 0,0043 Mit Wasser; 00,0041 Mit Wasser; 0,0026 
32 Std. 45 Std. 36 Std. 
Mit Alkohol; 0,0035 Mit Alkohol;  0,0043 Mit Alkohol; 0,0032 
32 Std. t 45 Std. 36 Std. 
Mit Aceton; 0,0367 Mit Aceton; 0,0612 Mit Aceton; 0,0490 
32 Std. 45 Std. 36 Std. 
Ohne Vor- 0,0408 Ohne Vor- 0,0383 Ohne Vor- 0,0294 
bestrahlung bestrahlung bestrahlung 


Nach der oben angegebenen Vorbestrahlungsdauer entfarbt sich 
Chlorophyll vollstaéndig, waihrend Eosin oder Haimatoporphyrin noch 
eine helle Farbe besitzen. Bei diesen drei Farbstoffen wird die Aceton- 
lésung am schnellsten ausgebleicht. Tabelle XI zeigt, daB die fast voll- 
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kommen entfarbten Sensibilisatoren noch die Fahigkeit haben, in 
Gegenwart von Wasser photochemisch Wasserstoffperoxyd zu_ bilden. 
Bemerkenswert ist die Tatsache, daB bei den zusammen mit Aceton 
vorbelichteten Farbstoffen diese Fahigkeit besonders stark ist. Vor 
kurzem konnte Hille nachweisen, da} durch Mangel von Eisen chlorotisch 
gewordene Blatter eine normale Assimilationstatigkeit aufweisen (7). 
Nach der Untersuchung von Shafer wird auch in den genetisch weiBen 
Blattern, wie in den griinen Blattern, die Kohlenséiure durch Licht 
aktiviert (8). Im Zusammenhang mit diesen Angaben scheint der 
Befund von Interesse, daB der aus dem Chlorophyll entstandene farblose 
K6érper ahnlich wie Chlorophyll eine hydroperoxydbildende Wirkung hat. 
IV. 

Nach unseren bisherigen Erfahrungen scheint auf jeden Fall die 
Anwesenheit von Wasser fiir die photochemische Hydroperoxydbildung 
unerlaBlich zu sein. Bei der Reaktion III aber ist das Wasser nicht 
beteiligt. DaB fiir die Hydroperoxydentstehung durch photochemische 
Autoxydation tatsachlich das Vorhandensein von Wasser notwendig ist, 
ist aus den folgenden Versuchen ersichtlich (Tabelle XII). 


Tabelle XII. 
Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle I. Lichtquelle: Lampe. 
Bestrahlungsdauer: 1 Stunde. 








Hydroperoxyd Hydroperoxyd 
in mg in mg 
~ « = 
2% | of o§ | of 
=2 1 =a skh 
as | a>s 4° |o.$ 
se “28 P 3 
= | $38 s= | g38 
52 | 52° 3g 32? 


1 mg Chlorophyll 
+ 0,1 g Olivendél 


1 mg Chlorophyll 0 | 0,0017 
1mg Eosin 0 | 0,0051 img Kosin 0 | 0,0062 

| 

| 


0,0114 


+ 0,1 g Olivendél 


‘ a | , 1mg Hamatoporphyrin 
lmg Haématoporphyrin 0 | 9.0026 + 0,1 g Olivendl 


o 


0,0031 





Bei den obenerwahnten Versuchen wurde der Farbstoff oder die 
Mischung von Farbstoff und Olivenél in 1 cem Aceton gelést und die 
Belichtung nach vollstandigem Abdampfen des Acetons ausgefiihrt. 
Nach der Bestrahlung wurden 10 ccm Wasser und 2 ccm Phosphat- 
puffer von py 7,0 zugesetzt und das gebildete Wasserstoffperoxyd in 
iiblicher Weise bestimmt. Bei Bestrahlung der wasserigen Olivendél- 
suspension mit einer 200-Watt-Lampe wurde keine Hydroperoxyd- 
bildung beobachtet. Aus Tabelle XII geht hervor, daB die fiir photo- 
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chemische Wasserstoffperoxydbildung notwendige Wassermenge ver- 
haltnismaBig gering ist. Da unter AusschluB von Wasser kein Hydro- 
peroxyd entsteht, kann die Reaktion ILI folgendermaBen umgeschrieben 
werden: 

A + OH, + 0,=AO + H,O,. (ILI) 

Es bleibt noch unentschieden, ob dabei die Substanz A, wie Wieland 
besonders bei der Dehydrierung von Aldehyd angenommen hat (9), in 
ihrer Hydratform reagiert. 

Auf Grund der Untersuchungen iiber die chemische Konstitution 
des Chlorophylls hat neuerdings Stoll die Meinung geduBert, daB ein 
an Chlorophyll verankertes Wassermolekiil im Sonnenlicht besonders 
leicht gespalten wird (10). Wir haben daher zu den oben genannten 
drei sensibilisierenden Farbstoffen eine noch geringere Menge Wasser 
zugesetzt und nach Belichtung das entstandene Wasserstoffperoxyd 
bestimmt (s. Tabelle XIII). Da aber dabei keine eindeutigen Ergebnisse 
erhalten werden konnten, haben wir versucht, durch Zusatz von Silika- 
gel, Starke oder Casein die Verdunstung des zugesetzten Wassers 
méglichst zu verhindern. Obwohl auch diese Bestrahlungsversuche 
noch keine uns befriedigenden Resultate geben, konnten wir gelegentlich 
finden, daB bei Bestrahlung der Mischung Chlorophyll + Olivendl 

Wasser mit Sonnenlicht eine bedeutend gréBere Menge Wasserstoff- 
peroxyd gebildet wird (Tabelle XJIT). 


Tabelle XIII. 
Zugesetztes Wasser: 0,05cem. Lichtquelle: Sonne. Bestrahlungsdauer : 
4 Stunden. Lichtfilter: Glas. 





Hydroperoxyd Hydroperoxyd 
in mg in mg 
1 mg Chlorophyll 0,0017 a Pagan 0,0714 


+-0,1 g Olivenél 


\ 
| 
1mg Eosin 0,0017 1mg Eosin | 09,0187 
~_ baie P + 0,1 g Olivendl oe 
| 
| 


1 mg Hamatoporphyrin 


Z ree 0,00 
1 mg Hamatoporphyrin 0 “+ 0,1 g Olivendl ),0081 





Durch Zusatz von Olivenél wird die Entfarbung der sensibili- 
sierenden Farbstoffe viel starker beschleunigt. Die bei den oben- 
erwaihnten Versuchen beobachtete erhédhte Hydroperoxydentwicklung 
beruht entweder darauf, daB durch Zusatz von Olivendl die Reaktion IIT 
bzw. III’ beférdert wird, oder darauf, daB als Folge einer Emulsions- 
bildung das vorhandene Wasser geniigend ausgenutzt werden kann. 
Diese Erscheinung scheint besonders fiir die Kohlensiureassimilation 
von Bedeutung zu sein; denn nach der Anschauung von Ostwald spielen 
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Lipoide bei den Assimilationsvorgingen eine wesentliche Rolle (11). 
Ostwald nahm an, daB im ersten Assimilationsstadium ein Peroxyd aus 
den in lebenden Blattern befindlichen Lipoiden gebildet wird. In der 
Tat konnten wir beobachten, daB bei Bestrahlung der Mischung Chloro- 
phyll + Olivenédl stets neben Wasserstoffperoxyd noch ein Peroxyd 
entsteht, welches durch Katalase nicht zersetzt wird (Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 


Bestrahlung wie bei den Versuchen in Tabelle I. 





< 7 n/1000 Thiosulfat in ccm 
Katalaselésung 


in ccm . , 1 mg Chlorophyll 1mg Chlorophyll | 1mg Chlorophyll 
1 mg Chlorophyll + 50mg Casein + 50mg Starke + 50 mg Olivendl 
0,1 0 0 0 1,25 
0 0,29 0,24 0,34 2,64 


Bei den Versuchen der Tabellen XLII bis XIV wurde das Chlorophyll 
vor der Bestrahlung im Vakuum vorsichtig getrocknet. In einem 
Kontrollversuch haben wir gefunden, daB Casein die Fahigkeit besitzt, 
unter Lichteinwirkung das Wasserstoffperoxyd zu spalten. Bei Starke 
oder Olivenél wurde aber eine solche hydroperoxydspaltende Wirkung 
nicht beobachtet. Tabelle XIV zeigt, daB bei Belichtung des Ge- 
misches von Chlorophyll + Casein oder Starke keine Peroxydbildung 
stattfindet. Durch weitere Versuche konnten wir feststellen, da auch 
bei der Mischung Olivenél -+ Eosin oder Himatoporphyrin kein Lipoid- 
peroxyd gebildet wird. 
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Uber die Wirksamkeit 
der Maltase des Weizen- und Roggenmehles. 
Von 
Dr. Alfred Rotseh. 
(Aus dem Institut fiir Backerei in Berlin.) 
(Eingegangen am 5. Juni 1939.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die bisher veréffentlichten Untersuchungen iiber die Zuckerbildung 
in wasserigen Mehlaufschlimmungen gingen fast ausnahmslos von der 
Annahme aus, daB die chemischen Veranderungen innerhalb der Gruppe 
der Kohlenhydrate, die wahrend des Anriihrens und des mehr oder 
minder langen Abstehens vor sich gehen, in der Hauptsache in einem 
Abbau der Starke in Maltose und Dextrine bestehen. Nach der Unter- 
suchungsmethodik der grundlegenden Arbeiten von Rumsey (1) und 
Loeb (2) wird der Grad des Stirkeabbaues durch die Menge der redu- 
zierenden Zucker, die wahrend der Autolyse gebildet wurden, bestimmt, 
indem man diese reduzierenden Stoffe ohne weitere Differenzierung 
nach einer der verschiedenen, meist reduktometrischen Methoden er- 
mittelt und als ,,Maltose*: ausdriickt. Auf dieser Grundlage beruhen 
die neueren in der Getreidechemie angewandten Verfahren zur Be- 
stimmung der diastatischen Aktivitat. Wahrend nun die Tatigkeit der 
Amylasen ziemlich eingehend studiert wurde, blieben andere Enzyme, 
die als Begleiter der Diastase in den meisten Pflanzen anzutreffen sind, 
wenig erforscht. Zu ihnen gehért die Maltase, die zwar in fast allen 
Pflanzen nachgewiesen werden konnte, gerade aber in den Getreide- 
arten sehr wenig erforscht wurde. Nachdem ihr Vorkommen in den 
Getreidesamen wegen ihrer Wasserunléslichkeit lange Zeit umstritten 
war, vermochte als erster Wierzchowski (3) das Enzym in Weizen, 
Roggen, Hafer, Gerste und anderen Getreidearten mit Sicherheit nach- 
zuweisen. Da die Herstellung eines Enzymextraktes nicht méglich war, 
lie3 Wierzchowski die besonders vorbehandelten Mehle auf Maltose- 
lésungen einwirken und bestimmte die gebildete Glucose mittels der 
Osazonmethode. Die Versuchsergebnisse deuteten bei Weizen und 
Roggen auf geringen Gehalt an Maltase, wihrend andere Getreide- 
arten, besonders Gerste, Buchweizen und Hafer, als maltasereicher 
befunden wurden. Spatere Forschungen beschaftigten sich noch mit 
der Maltase des Gerstenmalzes und stellten ein allmahliches Léslich- 
werden des Enzyms beim KeimungsprozeB fest. In den zahlreichen 
Arbeiten, die den Fermenten der Getreidemehle gewidmet wurden, 
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blieb jedoch die Maltase ganzlich unbeachtet und wurde nur selten 
erwahnt. Es wird dies verstandlich, wenn man die Schwierigkeiten ins 
Auge faBt, die sich dem Studium der Maltasewirkung an dem kom- 
plizierten Substrat eines Teiges oder einer wasserigen Mehlaufschlam- 
mung in den Weg stellen. Diese Schwierigkeiten liegen 1. in dem gleich- 
zeitigen Vorhandensein einer Reihe wasserléslicher Kohlenhydrate, die 
mit dem Ausgangs- oder Endprodukt des enzymatischen Vorganges im 
chemischen und physikalischen Verhalten viel Gemeinsames haben, 
2. in der Méglichkeit, daB andere Enzyme (z. B. Invertase) das gleiche 
Endprodukt liefern, 3. in der geringen Konzentration der Zucker- 
lésungen, die wasserige Mehlausztige darstellen und 4. im Zusammenhang 
damit in dem Mangel an geeigneten Untersuchungsmethoden. Es zeigte 
sich namlich im Verlauf der vom Verfasser unternommenen Versuche, 
daB sowohl polarimetrische Methoden, wie sie besonders bei den Studien 
iiber Carbohydrasen haufig verwendet werden, als auch biologische 
Verfahren nicht zum Ziel fiihren. Da die gebrauchlichen redukto- 
metrischen Methoden wie auch die meisten kolorimetrischen zwar eine 
Trennung der reduzierenden von den nichtreduzierenden Zuckern, nicht 
aber eine Unterscheidung der einzelnen reduzierenden Mono- und 
Disaccharide gestatten, die von Wierzchowski verwendete Osazon- 
methode dagegen umstandlich und besonders fiir Reihenversuche héchst 
ungeeignet war, wurde als derzeit einzig brauchbares Verfahren die 
Barfoedsche Reaktion befunden, die in der Reduktion einer Kupfer- 
acetatlésung durch Monosaccharide besteht. Die seit langem bekannte 
Bar foedsche Lésung erfuhr in der neueren Zeit durch Steinhoff (4) eine 
wesentliche Verbesserung dadurch, daB als Reagens eine Mischung von 
Kupfersulfatlésung (Fehling 1) und 50° ,iger Natriumacetatlésung ver- 
wendet wird, wie dies schon friiher (5) vorgeschlagen worden war. 
Wahrend Steinhoff das durch dieses Reaktionsgemisch reduzierte 
Kupferoxydul jodometrisch bestimmt, benutzten Sichert und Ble yer (6) 
hierzu die Bertrandsche Permanganattitration und stellten fiir diesen 
Zweck mittels logarithmischer Ausgleichrechnung Tabellen zur Be- 
stimmung von Glucose neben Maltose und Dextrin auf. Die Arbeits- 
vorschriften von Steinhoff und Sichert und Bleyer verlangen jedoch 
Zuckerlésungen, in denen der Glucosegehalt nicht unter 0,3°, liegen 
darf. Es zeigte sich nun bei einer Anzahl von Untersuchungen an 
Weizenmehlausziigen. die im Verhaltnis 1:10 bereitet wurden, dah 
diese Forderung nicht erfiillt war, so da an Stelle des roten Kupfer- 
oxyduls ein schwarzbrauner Niederschlag von Mischoxyd ausgeschieden 
wurde. Fiir die Ausfiihrung der Barfoedschen Reaktion war deshalb die 
Einengung des filtrierten Mehlauszuges unerlaBlich. Verfasser fiihrte 
eine Reihe derartiger Untersuchungen aus und berichtete hieriiber in 
einer friiheren Mitteilung (7). Diese Arbeitsweise war jedoch unvoll- 
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kommen und fiir Reihenversuche schon wegen ihrer Langwierigkeit 
ungeeignet. Das Bestreben nach einer Verbesserung zielte darauf ab, 
héher konzentrierte Zuckerlésungen ohne die umstandliche Einengung 
im Vakuum zu erhalten und die Reaktion auch fiir verdiinntere Lésungen 
brauchbar zu machen. Es gelang dies schlieBlich durch Anwendung 
stirkerer Mehlaufschlammungen (3:5) und durch Verwendung von 
festem (kristallisiertem) Natriumacetat an Stelle der 50 °%,igen Lésung, 
wodurch eine gréBere Filtratmenge verwendet werden konnte, ohne da 
die Reaktionsfliissigkeit wesentlich verdiinnt oder in ihrer Zusammen- 
setzung geindert wurde. Es wurde dabei eine Arbeitsweise entwickelt, 
welche mit der von Sichert und Bleyer aufgestellten weitgehend iiber- 
einstimmt und bei einer Reihe von Vergleichsversuchen mit Reinzucker- 
lésungen die gleichen Resultate ergab, so daB auch die Sichert- und 
Bleyerschen Tabellen bzw. die ihnen zugrunde liegenden Gleichungen 
benutzt werden konnten. Von groBer Wichtigkeit war die Ausfiallung 
der EiweiBstoffe. Da die iibliche Klarung mit Na-Wolframat und 
Schwefelsaure in vielen Fallen unbefriedigende Resultate ergeben hatte, 
auBerdem fiir die Glucosebestimmung wegen des invertierenden Ein- 
flusses der H-Lonen ungeeignet war, erwies sich nach einer systematischen 
Uberpriifung verschiedener anderer Fallungsmittel (Ferrocyankalium 
und Zinkacetat, Trichloressigsiure, Aluminiumhydroxyd, Eisen- 
hydroxyd u.a.) am zweckmaBigsten die Klarung mit Bleitannat nach 
Karas-GroBfeld (8). Es muBte aber auch beriicksichtigt werden, dab, 
wie bereits erwahnt, die Barfoedsche Reaktion nicht nur mit Glucose, 
sondern auch mit anderen Monosacchariden (Fructose, Galaktose) 
eintritt. Da besonders mit dem Auftreten freier Fructose (Saccharose- 
spaltung!) wahrend der Autolyse gerechnet werden muBte, wurde in 
den jeweiligen Filtraten auch die Saccharose nach Inversion mit Ci- 
tronensdure (7) bestimmt und auBerdem Fructosebestimmungen mit 
Ostscher Lésung (10) vorgenommen, nachdem durch eine Reihe von 
Versuchen mit Glucose, Fructose, Maltose und Saccharoselésungen fest- 
gestellt worden war, daB praktisch nur Fructose mit Ostscher Lésung 
reagiert. Fiir diese Versuche wurde reinste Fructose von Merck, die 
bei zweitagigem Trocknen iiber Phosphorpentoxyd keinen Gewichts- 
verlust ergeben hatte, benutzt. Es ergab sich innerhalb der Werte 
von 10 bis 60 mg Fructose zwischen der angewandten Zuckermenge 
und der verbrauchten Kubikzentimeter KMnQO,-Lésung eine fast 
lineare Funktion, die mit groBer Annaherung durch die Gleichung 
Y = 0,5174 X ausgedriickt werden kann, wobei Y = ccm KMn0Q,- 
Lésung, X = mg Lavulose angibt. Die so gefundenen Werte stimmten 
praktisch mit den Zahlen tiberein, die nach der von Zerban und Sattler (11) 
aufgestellten Gleichung erhalten wurden: mg Cu = 3.6 m — 0,004 m2 
6,9, wobei m — mg Liavulose bedeutet. 
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Es zeigte sich jedoch, daB weder im Weizen- noch im Roggenmeh| 
quantitativ feststellbare Mengen freier Fructose enthalten sind, so dab 
die Reduktion der Barfoedschen Lésung als allein von Glucose her- 
riihrend angesehen werden kann. 

Die Untersuchungen iiber die Tatigkeit der Getreidemaltase in 
wisserigen Mehlsuspensionen wurden dadurch angeregt, daB bei Glu- 
cosebestimmungen in Weizenmehlen verschiedene Resultate erhalten 
wurden, je nach der Dauer und der Temperatur des Abstehens. Zur 
Erklaérung dieser Erscheinung wurden Versuche mit vier Weizenmehlen 
unternommen, die nach einer Abstehzeit von 1, 2 und 3 Stunden auf den 
Gehalt an Glucose und Maltose untersucht wurden. Die Mehle wiesen 
folgende Werte des Maltosebildungsvermégens nach Rumsey auf: 
Meh! I: 130, Mehl IT: 135, Meh! ITI: 156, Mehl IV: 178. Mehl I und II 
waren Betriebsmehle, III und IV unbehandelte Versuchsmehle. Die 
Suspensionen wurden im Verhaltnis 3 : 5 (60 g Mehl mit 100 cem Wasser) 
bereitet, um eine fiir die Glucosebestimmung hinreichende Konzentra- 
tion des Auszuges zu erzielen. Die Bestimmung wurde folgendermaBen 
ausgefiihrt : 

Die gut verriihrte Mehlaufschlammung wurde 10 Minuten bei 4000 Um- 
drehungen in der Minute zentrifugiert, von der abgegossenen Fliissigkeit 
60 cem in ein 100-cem-MeBkélbchen pipettiert, mit 12 cem 10 %iger Tannin- 
lésung versetzt, gut umgeschiittelt, dann mit 10cem Bleiessig (basisch) 
gefallt, abermals umgeschiittelt und schlieBlich mit gesattigter Natrium- 
sulfatlé6sung zur Marke aufgefiillt, gut durchgemischt und durch ein Falten- 
filter 588 filtriert. Vom Filtrat wurden 40 ccm in ein 200 ccm fassendes 
Erlenmeyer-Kélbchen gebracht und darin 10g kristallisiertes Natrium- 
acetat aufgelést. Nach Hinzufiigen von 10 ccm Kupfersulfatlésung (Feh- 
ling I) wurde das Gemisch 20 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. 
Das ausgeschiedene Kupferoxydul wurde nach wiederholtem Dekantieren 
mit heigem Wasser, wobei das Waschwasser durch einen Glasfilter Schott G 4 
abgezogen wurde, in 10°%iger schwefelsaurer Eisenalaunlésung aufgelést 
und die Lésung mit n/10 Permanganatlésung titriert. Daneben wurden 
25 cem des Filtrats mit 25cem Fehling I und 25cem Fehling II ebenfalls 
20 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt und das ausgeschiedene 
Kupferoxyd in gleicher Weise behandelt. Mit Hilfe der von Sichert und 
Bleyer aufgestellten Gleichungen: log (y — 4,5) = 0,75859 + 0,058379 x 
fiir das Kupfersulfat-Natriumacetatgemisch und y = 0,32505 (x2 — 0,5) 
fiir die Reduktion mit Fehlingscher Lésung, wobei y = ecem KMn0O,- 
Lésung, « = mg Zucker (Glucose) bedeuten, wurde in beiden Fallen der 
Reduktionswert auf Glucose berechnet und in Prozenten ausgedriickt. 

Das mit Kupfersulfat und Natriumacetat erhaltene Ergebnis 
lieferte den Gehalt an Glucose, da andere reduzierende Monosaccharide 
abwesend waren, wahrend der Maltosegehalt aus der Differenz zwischen 
dem mit Fehlingscher Lésung erhaltenen Glucosewert und dem mit der 
Barfoedschen Reaktion gefundenen dadurch ermittelt wurde, daB dieser 
Differenzwert mit 1,9 multipliziert wurde. Auberdem wurde der 
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pu-Wert der Suspensionen unmittelbar nach dem Anriihren und nach 
der jeweiligen Abstehzeit gepriift. Er zeigte jedoch nur geringe Ver- 
anderungen (0,1 bis 0,2), was auf die verhaltnismaBig groBe Mehlmenge, 
die anscheinend selbst eine bedeutende Pufferwirkung ausiibte, zuriick- 
zufiihren war. Parallel zu den Glucose-Maltosetrennungen wurden auch 
Saccharosebestimmungen mittels Inversion mit Citronensaure vor- 
genommen, doch ergaben sich in allen Fallen die gleichen Resultate, 
so dal} weder eine Abnahme noch eine Zunahme des Saccharosegehaltes 
wahrend der ein- bis dreistiindigen Abstehzeit festzustellen war. Die 
Anderungen im Glucose- und Maltosegehalt der vier Mehlsuspensionen 
sind aus der nachstehenden Tabelle ersichtlich. 





Versuchs- Weizenmehl | Weizenmehl II Weizenmehl III Weizenmehl IV 
bedingung Type 812 Type 812 Type 812 Type 812 


Zeit Temp. | Glucose Maltose, Glucose  Maltose Glucose Maltose | Glucose Maltose 


Sofort 20° 0,18 0,25 0,15 0,38 0,15 0,52 0,21 0,72 
1 Std. 27 0,23 0,65 0,23 1,23 0,25 1,36 0,28 1,74 


. ae oe 0,30 0,87 0,32 1,39 0,32 1,76 0,36 1,93 
a 5 27 0,44 1,05 0,46 1,47 0,36 2,06 0,38 2.14 
 % 4 0,18 0,53 0,18 0,86 0,21 0,99 0,2¢ 0,94 


Es zeigte sich bei allen vier Mehlen nicht nur eine bestandige Zu- 
nahme der Maltosemenge, sondern auch ein Anwachsen der Glucose. 
Da es sich infolge des konstanten Saccharosegehaltes und der Ab- 
wesenheit von Fructose nicht um Spaltprodukte der primaren Saccharose 
handeln konnte, war die Annahme eines maltosespaltenden Enzyms, das 
mit der von Wierzchowski entdeckten Getreidemaltase identisch zu sein 
scheint, berechtigt. Im Zusammenhang damit war es von besonderem 
Interesse, wenigstens annaihernd den Einflu8 der Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Glucosebildung kennenzulernen. Zu diesem 
Zwecke wurden die friiher beschriebenen Versuche mit den Mehlen I 
und II unter geaindertem py teilweise wiederholt. Zunachst wurden die 
Suspensionen mit n/50 HCl statt mit Wasser bereitet, wodurch sie 
einen py-Wert von 4,7 bis 4,8 erhielten. Vom Zusatz eines Puffersalzes 
wurde im Hinblick auf die betrachtliche Eigenpufferung der groBen 
MehImenge wiederum abgesehen. Tatsachlich war die Anderung wahrend 
der zweistiindigen Autolyse gering, der py-Wert betrug am Ende der 
Versuche, also nach zweistiindigem Abstehen, 5,0. In einer zweiten 
Versuchsreihe wurden die Mehlsuspensionen in analoger Weise mit 
n/100 Natronlauge hergestellt, wodurch sie einen py-Wert von 6,7 am 
Anfang und 6,5 am Ende der zweistiindigen Autolyse erlangten. Die 
Ergebnisse sind nebenstehend zusammengefabt. 

Wahrend die Versuche mit py = 4,7 bis 5,0 eine geringe Zunahme 
der Glucosebildung neben starkerer Maltosebildung zeigen, sind die 
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Versuchsbedingungen Weizenmeh! I Weizenmehl If 
Zeit Temp. Px Glucose Maltose Glucose Maltose 
Sofort 20° | 4,7 0,15 0,24 0,16 0,72 
1 Std. 27 bis 0,27 0,82 0,28 1,38 
ox 27 | 5,0 0,38 1,03 0,37 1,67 
Sofort 20 | 6,7 0,13 0,25 0,13 0,16 
1 Std. 27 bis 0,18 0,50 0,18 0,55 
eS 27 Oi} 6B 0,31 0,79 0,27 0.70 


Ergebnisse der im héheren py-Bereich ausgefiihrten Versuche niedriger 
als in den mit Wasser bereiteten Suspensionen. Das py-Optimum der 
Getreidemaltase scheint somit mehr im sauren als im neutralen oder 
alkalischen Bereich zu liegen, was in Einklang mit den Beobachtungen 
an Maltase von Malzausziigen stehen wiirde, bei der eine optimale 
Wirksamkeit bei py 4,5 bis 5,0 festgestellt wurde. Es wurde weiterhin 
auch versucht, eine Maltaselésung aus Weizenmehl herzustellen und die 
Enzymwirkung an reinen Maltoselésungen zu beobachten. 35g Mehl 
wurden mit 700 cem Toluolwasser bei 49 C ausgezogen und die filtrierte 
Lisung 2 Tage gegen flieBendes Wasser zur Entfernung der redu- 
zierenden Stoffe dialysiert. 200 cem dieser Lésung wurden mit 20 cem 
einer 12,5° igen Lésung von Maltosehydrat und 5 cem einer 10 °,igen 
Lésung von Natriummonophosphat versetzt, auf 50 ccm aufgefiillt und 
im Wasserbad bei 36° C zunachst 1 Stunde, dann 2 Stunden und schlieB- 
lich 12 Stunden stehengelassen. Nach jeweiliger Versuchsbeendigung 
wurden 25cem mit 5cem doppelnormaler Natriumcarbonatlésung 
versetzt, durchgemischt und durch ein hartes Faltenfilter (Sch/eicher und 
Schill 605) filtriert. Nach 10 Minuten langem Stehen (zur Berticksichti- 
gung der Mutarotation) wurde die Lésung polarisiert. Die Drehung 
blieb in allen Fallen konstant, eine Maltosespaltung hatte also nicht 
stattgefunden. Die Wirksamkeit des Ferments in den Mehlsuspensionen 
scheint danach an den Grenzschichten zwischen den festen Mehlteilchen 
und den Wasserteilchen vor sich zu gehen, das Enzym selbst aber 
wasserunléslich zu sein, was mit dem Befunde Wierzchowskis und 
anderen Angaben iibereinstimmt. In der Annahme, da eine fort- 
gesetzte Tatigkeit der Maltase schlieBlich auch in einem Weizenmehl- 
auszug der iiblichen Konzentration (20g auf 200 cem) im Laufe der 
Zeit eine zur quantitativen Bestimmung ausreichende Glucosemenge 
bilden miiBte, so daB die umstandliche Einengung wegfallen kénnte, 
wurde eine derartige Aufschlammung nach 1-, 5- und 16stiindigem 
Abstehen bei 279 ohne Einengung des Filtrats untersucht. Wahrend 
nach der einstiindigen Digestion die Glucose mittels der Barfoedschen 
Reaktion noch nicht erfaBt werden konnte, wurde nach 5 Stunden 
bereits 0,68 %, und nach 16 Stunden 1,02 °, Glucose gefunden. Gleich- 
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zeitig ausgefiihrte Saccharosebestimmungen ergaben, daB eine Saccha- 
rosespaltung nicht stattgefunden hatte. Daraufhin wurden neuerdings 
Reihenversuche mit vier Weizenmehlen, diesmal jedoch in Aufschlam- 
mungen der tiblichen Konzentration (20g Mehl auf 200 cem) vor- 
genommen. Es wurden Glucose-, Maltose- und Saccharose-, mitunter 
auch Fructosebestimmungen in folgenden Zeitabstaénden ausgefiihrt : 
1. sofort nach dem Anriihren, 2. nach 2 Stunden, 3. nach 6 Stunden, 
4. nach 16 Stunden. AuBerdem wurden zum Vergleich mit ahnlichen 
friiheren Arbeiten die direkt reduzierenden Zucker zusammen als 
Maltose berechnet und dieser Wert unter der Bezeichnung ,,Roh- 
maltose** neben die einzelnen Zucker gesetzt. Die folgende Tabelle 
enthalt die Ergebnisse : 





sities — 2 z 6 a pet age 

Weizenmehl III, Type 812 

SN Sh ic oa oe Sc ks ~ 0,74 1,02 

MANE 23.33 nso _" 1,98 2,53 

Saccharose ............ 1,01 1,02 0,88 0,90 

Rohmaltose ........... 0,36 1,96 3,15 4,13 
Weizenmehl IV, Type 812 

BR RA ee ~ 0,82 1,28 

PMN 3s Oak ces — : 1,94 2,71 

Saccharose ............ 0,92 1,06 0,94 0,96 

PUOMUABIOONG 6c.0.5 cae sss 1,03 2,44 3,26 4.77 
Weizenmehl V, Type 812 

NS es rate eek as - — 0,93 1,47 

Ds eRe 2,62 3,19 

RING io o's 55k bp 1,12 1,06 0,89 0,92 

PROUMBICOES 2s occ ces 0,50 2,55 4,06 5,54 
Weizenmehl VI, Type 812 , 

a ee — : 0,76 1,25 

cnn AE Ee eee ae ee _— ive 2,60 

aoe ee Caen one 0,96 0,98 1,03 0,71 

PUOMPAGINORE | so ooiccaccc 0,75 1,91 2,99 4,61 


Bei allen vier Mehlen war unmittelbar nach dem Anriihren und 
auch nach der zweistiindigen Autolyse die gebildete Glucose zu gering, 
um eine Trennung ohne Einengung des Auszuges durchfiihren zu 
kénnen. Dagegen eignete sich der sechsstiindige Auszug bereits sehr 
gut zur Ausfiihrung der Barfoedschen Reaktion. Die Saccharosewerte 
waren wiederum, von geringen, durch Versuchsfehler bedingten Schwan- 
kungen abgesehen, nahezu konstant und sanken nur in einem Falle 
nach 16stiindigem Abstehen erheblicher, doch war auch hier die Ab- 
nahme zu gering, um das starke Anwachsen der Glucose hervorrufen 
zu kénnen. Diesen Befunden zufolge wiirde sich die Getreidemaltase 
anders als Hefemaltase, die auch Saccharose spaltet, verhalten. 
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Da es naheliegend war, in auswuchshaltigem Mehl nicht nur eine 
héhere diastatische Wirksamkeit, sondern auch eine intensive Tatigkeit 
der Maltase anzunehmen, wurde noch ein auswuchsgeschadigtes Weizen- 
mehl, das eine Maltosezahl von 376 Einheiten nach Rumsey aufwies, 
untersucht. Die geringen Mengen, die zur Verfiigung standen, gestatteten 
jedoch keine Reihenversuche. Nach einstiindiger Autolyse bei 27° 
wurde 0,51 °, Glucose neben 2,55°,, Maltose gefunden. Der Ghucose- 
gehalt war hier gegeniiber den friiher untersuchten Mehlen ver- 
doppelt. 

Die Untersuchungen wurden nunmehr auch auf Roggenmehl aus- 
gedehnt. Hier ergaben sich zunachst groBe Schwierigkeiten beim Klaren 
der Suspensionen. Von den iiblichen Fallungsmitteln, wie z. B. 10°, iger 
Tanninlésung und Bleiessig, Natriumwolframat und Schwefelsaure, Ferro- 
evankalium und Zinkacetat, gefallte Tonerde, Eisenhydroxyd, Trichlor- 
essigsiure usw., vermochte keines ein klares, hinreichend rasch durch- 
laufendes Filtrat zu erzielen. Erst die Anwendung 20°,iger Tannin- 
lésung und eine genaue Abstimmung des Bleiessigzusatzes, bei den 
mehrstiindigen Ausziigen auBerdem Zentrifugieren vor der Fallung mit 
Bleiessig, hatte endlich Erfolg. Es zeigte sich nun, dab Roggenmeh| be- 
deutend glucosereicher als Weizenmehl ist. So ergaben simtliche unter- 
suchten Roggenmehle bereits nach dem Anriihren mit Wasser in 10 °,igen 
Suspensionen Glucosewerte von rund 0,5°,, also etwa dreimal soviel 
als die Weizenmehlsuspensionen enthalten hatten. Infolgedessen war 
bereits mit der frisch bereiteten Aufschlammung ohne Einengung des 
Filtrats eine Trennung zwischen Glucose und Maltose méglich und die 
friiher mit Weizenmehl in stark konzentrierten Aufschlammungen 
durchgefiihrten Versuche konnten bei Roggenmehl durch die Ver- 





Zeit : Sofort 1 Std. 2 Std 3 Std 


Temperatur : 209 C 279C 27° ¢ 279% 


Roggenmehl IT, Type 997 


IU Ch ee crces 0,46 0,61 0.84 1.00 
MRR io aoe be cs ark Gti 0,46 1,06 1,32 1.73 
ee Tra 2,29 3,32 

ROMIMGINOS® 2... cee se 1,28 1,95 2,75 3.50 


toggenmehl II, Type 997 


EN 0 il cure sere ote 0,47 0,64 0,80 Keo 
ee eee 0,33 1,14 1,56 1,75 
Saccharose ............ 3,61 - 3,66 

Rohmaltoge ....:...... 1,18 2,07 2,54 3,52 


toggenmehl IIT, Type 1150 





Re cle bie oN ots , 0,54 0,99 1,23 
NNN a) costa b-« aily ks Aghtt 0,32 Lis 1,97 
PRMGMMIOIE. 0 iso's #08 Ges 2,22 2,58 
ROMMIAIGOND” = 0c. 5.3% 1,27 3,25 3,84 4,84 


28* 
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wendung der 10°,igen Suspensionen vereinfacht werden. Die vor- 
stehende Tabelle zeigt die Ergebnisse von drei dieser Untersuchungen. 

Daraus geht zunachst hervor, daB der Glucosegehalt des Roggen- 
mehles bei Beginn der Autolyse gréBer ist als der Maltosegehalt, infolge 
der starkeren Wirksamkeit der Diastase ist jedoch bereits nach 1 Stunde 
dieses Verhaltnis wesentlich geaindert. Immerhin tritt die Maltase im 
Roggenmehl bedeutend starker in Erscheinung als beim Weizenmehl. 
Die als ,,Saccharose’’ bestimmten Zucker ergaben bei Roggenmehlen 
nach den einzelnen Abstehzeiten keine stets gleichbleibenden Werte, 
sondern bei langerem Abstehen zum Teil héhere als anfanglich, doch 
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verhielten sich darin die einzelnen Mehle verschieden. Dies kann nur 
so erklairt werden, daB neben Saccharose im Roggenmehl noch gréBere 
Mengen fructosehaltiger Trisaccharide vorliegen, die am Anfang wider- 
standsfahiger gegen die schwache Inversion sind als spater, nachdem 
eine Lockerung der Bausteine des Molekiils erfolet ist. Fiir diese An- 
nahme spricht die Tatsache, daB in einigen Fallen bei Fructose bestim- 
mungen nach erfolgter Inversion mehr Fructose gefunden wurde, als 
dem mit Fehlingscher Lésung ermittelten Saccharosewert entsprechen 
wiirde. Eine genauere Aufklirung dieser Erscheinung setzt die An- 
wendung einer einwandfreien Methode zur Bestimmung von Saccharose 
neben Trifructosan voraus. Die von T'i/imanns und Kruisheer (8) ange- 
gebene jodometrische Methode erwies sich bei Roggenmehlausziigen 
nicht immer verlaBlich, da die stérenden Einfliisse zu groB sind. Auf 
die Maltasetitigkeit diirften indessen diese Stoffe keinen wesentlichen 
EinfluB nehmen, Allgemein zeigt sich im Roggenmehl eine bedeutend 
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Wirksamkeit der Maltase des Weizen- und Roggenmehles. 27 
starkere Enzymtatigkeit und als Folge davon ein héherer Zuckergehalt 
als beim Weizenmehl. Nachstehend sind die einzelnen Zuckerwerte, 
die nach dem Anriihren und nach 1-, 2- und 3stiindigem Abstehen 
in Weizen- und Roggenmehl gefunden wurden, graphisch dargestellt. 

Kurve 1 gibt die jeweils gefundene Glucose an, Kurve IL die un- 
gespaltene Maltose, IIl die gesamte Maltose im jeweiligen Zeitpunkt, 
die vorhanden sein miiBte, wenn keine maltatische Spaltung statt- 
finden wiirde, Kurve LV die Rohmaltose, das ist der Wert, der bisher 
zur Angabe der reduzierenden Zucker benutzt wurde. 

Kurve I spiegelt somit die Tatigkeit der Maltase, Kurve LIL der 
eigentlichen Diastase wieder, wahrend Kurve LV die scheinbare diastati- 
sche Aktivitat darstellt, wie sie z. B. bei den autolytischen Methoden 
nach Rumsey und Lech gefunden wird. Es geht daraus hervor, dab die 
iiblichen Maltosebestimmungen, bei denen eine Trennung der redu- 
zierenden Zucker nicht erfolgt, nur ein unklares Bild der Enzym- 
tatigkeit und Zuckerbildung geben kénnen, das zwar fiir) manche 
praktische Zwecke geniigen kann, fiir die wissenschaftliche Forschung 
jedoch nicht ausreicht und zu irrtiimlichen SchluBfolgerungen fiihren 
kann, wie dies in einer spiateren Mitteilung tiber Teiguntersuchungen 
ausfiihrlich dargelegt werden soll. Uber den EinfluB der Maltase auf 
die Resultate der autolytischen Methode zur Bestimmung des Maltose- 
bildungsvermégens nach Rumsey- Ritter wurde a.a.O. bereits —be- 
richtet (9). 

Zusammenfassung. 

Neben dem diastatischen Starkeabbau erfolgt in wasserigen Mehl- 
aufschlammungen von Weizen- und Roggenmehlen auch eine enzymati- 
sche Glucosebildung, die auf die Tatigkeit der Getreidemaltase zurtick- 
zufiihren ist. Die Glucosezunahme konnte mittels der Barfoedschen 
teaktion — in der Modifikation nach Steinhoff — nachgewiesen werden. 
Fiir die Glucosebestimmungen in Weizenmehlen wurden wahrend der 
ersten 3 Stunden Abstehzeit stark konzentrierte Mehlaufschlammungen 
(3 Teile Mehl auf 5 Teile Wasser) verwendet, da in den gewohnlich be- 
nutzten 10°, igen Suspensionen die Glucosekonzentration zu gering ist, 
um die Trennung von Maltose mittels der Barfoedschen Reaktion zu 
ermOéglichen. Nach 5- bis 6stiindiger Abstehzeit ist jedoch auch 
in diesen Ausziigen der Glucosegehalt geniigend groB, um diese Be- 
stimmung durchfiihren zu kénnen. In Roggenmehlen wurde dagegen 
ein bedeutend héherer Glucosegehalt gefunden, so da auch in den 
10° igen Suspensionen vom Beginn der Digestion an Glucose-Maltose- 
trennungen ausgefiihrt werden konnten. Der anfangliche Glucose- 
gehalt betrug bei Weizenmehlen (Type 812) durchschnittlich 0,15. bis 
0,21°,, bei Roggenmehlen (Type 997) 0,43 bis 0.48 °,, und stieg wahrend 
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Hstiindigen Abstehens bei Weizen auf etwe 00b%, bei Roggenmehl 
auf 1,23 bis 1,70°,. Eine merkliche Saccharosespaltung war jedoch 
innerhalb dieser Zeit nicht nachzuweisen, da der Saccharosegehalt 
konstant blieb und auch freie Fructose nicht gefunden wurde. Eine 
Beeinflussung des Glucosegehalts durch invertierte Saccharose 


lag 
daher nicht vor. 
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Zur Kenntnis der darmkontrahierenden. uterus- 
erregenden und blutdrucksenkenden Substanz Dk.*. 
Von ° 
EK. Werle und M. Grunz. 


(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 


Akademie in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1959.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit berichteten wir iiber eine neue darmkontrahierende, 
uteruserregende und blutdrucksenkende Substanz (1). Diese ist als 
Vorstufe in unwirksamer Form im Serum von Mensch und Tier vor- 
handen, aus welcher sie durch Versetzen von Serum mit Kallikrein 
entsteht. Die Substanz wird vorlaufig als ,,.Dk.‘* bezeichnet. AuBer dem 
Kallikrein, welches bei der Entstehung von Dk. wohl die Rolle eines 
Ferments oder Co-Ferments spielt, ist wahrscheinlich noch ein drittes 
im Serum vorhandenes Agens von Fermentnatur fiir die Bildung von 
Dk. notwendig. Dk. wird im Serum fermentativ oder durch Bindung an 
eine spezifische Substanz rasch inaktiviert. 


I. Zur Kenntnis des Bildungs- und Inaktivierungsvorganges der 
Substanz Dk. 


In Bestatigung friiherer Ergebnisse (1) fanden wir, daB frisches 
menschliches Serum die beste Ausbeute an Dk. liefert!. 


Die Dk.-Ausbeute ist bei ein und demselben Serum in eigenartiger 
Weise abhangig von der Temperatur, bei der das Serum nach der Gewinnung 
aufbewahrt wurde. Belief man naimlich vom gleichen menschlichen Serum 
eine Probe 24 Stunden bei 37°, eine andere ebenso lange bei 0° und brachte 
dann beide Seren unmittelbar vor Zusatz von Kallikrein auf Zimmer- 
temperatur, so lieferte das vorher eisgekiihlte Serum kein oder doch nur 
wenig Dk., wihrend das bei 37° aufbewahrte eine normale Ausbeute ergab. 

Diese Tatsache beruht wohl auf einer reversiblen Umlagerung des an 
der Entwicklung von Dk. beteiligten dritten Faktors. Es gelang namlich, 
aus dem eisgekiihlten Serum durch nachtragliches Aufbewahren bei 37° 
wahrend einiger Stunden wieder die gleiche Aushbeute zu erzielen wie bei 
dem Anteil des Serums, der von vornherein bei 37° autbewahrt worden war. 
DaB nicht eine reversible Umlagerung der Vorstufe stattfindet, geht daraus 
hervor, das nach Hinzufiigen einer geringen Menge (0,2 cem) bei 37° be- 
lassenen Serums zu einer groken Menge eisgekiihlten Serums (0,8 cem) eine 


* 


Diss. der Med. Akad. Diisseldortf. 
' Orientierende Versuche (2) tiber Dk.-Ausbeuten bei Seren von 
Gesunden und Kranken ergaben eine Verminderung bei Nierenerkrankungen, 


bei denen auch die Kallikreinausscheidung im Harn herabgesetzt ist (3). 











30) E. Werle u. M. Grunz: 


beinahe doppelt so groBbe Ausbeute erzielt wird, wie wenn nur die geringe 
Menge bei 37° gehaltenen Serums (0,2 cem) bei gleichem Reaktionsvoltmen 
(d. h. 0,8 cem Tyrodelésung) zum Ansatz mit Kallikrein verwendet wird. 
Die in der geringen Menge erwirmten Serums vorhandene Menge des an 
der Freilegung von Dk. beteiligten Faktors reicht offenbar aus, nicht nu 
den in thm selbst enthaltenen Anteil Vorstufe in Dk. umzuwandeln, sondern 
auch noch den in der gréBeren Menge eisgektihlten Serums vorhandenen. 


Die Ausbeute an Dk. bei einer gegebenen Menge Serum und Kalli- 
krein ist weiterhin eine Funktion 1. der Geschwindigkeit, mit der 





Abb. 1. Isolierter Meerschweinchendickdarm, 4 ¢m lang, in 20 cem Tyrodelésung suspendiert 
Hebeliibertragung 1:7, Badtemperatur 37°. Bei 1: Zugabe von 0,l ecm des Ansatzes: 1 cem 
serum + 1 mg Cysteinhydrochlorid (neutralisiert) 0.2 cem Menschen-Harn-Kallikreinlésung 


2 KE., 9 Min. nach Fertigstellung. Bei 2: 0,1 cem desselben Ansatzes 20 Min. nach Fertig- 
stellung. Bei 3: 0,1cem desselben Ansatzes 57 Min. nach Fertigstellung. Bei 4: 0,leem des 
folgenden Ansatzes: 1 cem Serum 0,2 cem Kallikreinlésung 2 KE., 9 Min. nach Fertigstellung. 

Bei 5: 0,1 cem des Ansatzes wie bei 4, 20 Min. nach Fertigstellung. 


Kallikrein durch das Serum inaktiviert wird, 2. der Bildungs- und Inakti- 
vierungsgeschwindigkeit von Dk. Es war nun von Interesse zu unter- 
suchen, ob die Bildungs- und Inaktivierungsgeschwindigkeit von Dk. 
durch chemische Agenzien beeinfluBbar ist. Dabei waren besonders 
diejenigen Substanzen zu_ beriicksichtigen, welche als Hemmungs- 
kérper bzw. Aktivatoren von Fermenten bekannt sind. Nie haben bis 
auf Schwefelwasserstoff, Cystein und Hydroxylamin auf die Bildungs- 
und Inaktivierungsgeschwindigkeit von Dk. keinen EinfluB. 
Schwefelwasserstoff unterbindet die Entwicklung von Dk. vollig, 
Cystein hemmt die Inaktivierung. Die Hemmung der Inaktivierung 
von Dk. durch Zusatz von Cystein zu Serum ist so betrachtlich, daB die 
Inaktivierungsdauer fiir eine gegebene Dk.-Menge schon durch 1 mg 
Cysteinhydrochlorid pro 1cem Serum! (die Lésung ist an Cystein 


! Die Cysteinhydrochloridlésungen wurden vor Verwendung mit 
Natronlauge neutralisiert. 
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0,006 mol.) auf etwa das Vierfache verlangert wird (Abb. 1). Auch 
Heparin und Novirudin hemmen die Inaktivierung deutlich. 


Die blutdrucksenkende Wirkung von Dk. wird durch intravenése In- 
jektion von Cystein verstarkt, wohl deshalb, weil die Dk.-Inaktivierung 
in der Blutbahn durch das Cystein gehemmt wird. Wie bei Zusatz von 
Kallikrein zu Serum, so diirfte auch nach intravendéser Injektion von Kaili- 
krein in der Blutbahn Dk. entstehen, so daB ein Teil der nach Kallikrein- 
injektion beobachteten Blutdrucksenkung auf die Wirkung des frei- 
vesetzten Dk. zuriickzufiihren ware. Wenn dies zutrafe, so miiBte auch 
die blutdrucksenkende Wirkung des Kallikreins durch vorherige Cystein- 





Abb. 2. Hund (iSkg) in Morphin-Athernarkose, Carotisdruckkurve, Ludwigsches Hg-Manometer, 


Zeitmarke wie bei Abb. 1. Beil: intravendse Injektion von 0,2 KE. (= 0,2 cem Losung 2cem 
Tyrodelosung se] 2: intravendse Injektion von 0,2 KE 2cem neutralisierte Cysteinlésung 
enthaltend 240 mg Cysteinhydrochlorid. Bei 3: intravendse Injektion von 0,3 cem Dk.-Lésung 
( 0.93 mg organische Substanz Bei 4 intravendse Injektion von 2cem Cysteinlésung 


240 mg Cysteinhyvdroehlorid in neutralisierter wisseriger LOsung), bei 5: 0,3 ecem Dk.-Losung 
(= 0,93 mg organische Substanz). 





Abb. 3 Hund (18 kg) Morphin-Athe rnarkose, Carotisdruckkurve, Frank-Peltersches Federmano 
meter. Zeitmarke wie bei Abb. 1. Bei 1: intravenése Injektion von 1 KE. (= 0,1 ecm Loésung 
Menschen-Harn-Kallikrein). Bei 2: 0,05 cem Dk.-Lésung (= 0,15 mg organische Substanz). 


injektion verstarkt werden. Dies ist denn auch tatsachlich der Fall 
(Abb. 2). Zu der geauBerten Ansicht stimmt es auch, dab, wie wir 
fanden, Dk. ahnlich wie das Kallikrein eine PulsamplitudenvergréBerung 
und eine Beschleunigung der Schlagzah! bewirkt, wenn auch die Kurven- 
form von derjenigen des Kallikreins etwas verschieden ist (Abb. 3). 

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, daB die intravendse und intra- 
arterielle Injektion von Kallikrein und Dk. nach Form und Dauer deutlich 
verschiedene Blutdrucksenkungen hervorrufen. Die Blutdrucksenkung 
bei intravenéser oder intraarterieller Injektion von Kallikrein ist lange 
anhaltend als bei Dk. Dk. senkt bei intraarterieller Verabreichung den 
Blutdruck weniger stark als nach intravendéser. 
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Hvdroxylamin greift die Substanz Dk. an und hebt ihre darm- 
kontrahierende Wirkung auf. Hydroxylamin schadigt auBerdem das 
System der Dk.-Bildung. Dies ist daran zu erkennen, da kleine 
Hvdroxvlaminmengen (z.B. 0.omg im Ansatz von 1] cem Serum 
0.leem Kallikreinldsung bei nachtraglicher Zugabe) das schon 
vebildete Dk. nur wenig angreifen, seine Entwicklung aber (bei vor- 
heriger Zugabe zum Ansatz) voOllig unterbinden (2). 

Es wurden weiter verwendet und waren auf die Bildungs- und In- 
aktivierungsgeschwindigkeit ohne EmfluB: Magnesiumchlorid, Caleium- 
chlorid, Natriumfluorid, Kobaltnitrat, Eisen- und Kupfersulfat, Blausiiure, 
Arsen, Atoxyl, Urethan, Morphinum hydrochloricum, Kokain, Apomorphin, 
Novokain, Physostigmin, Atropin, Chininum tannicum,  Chininealeium 
Ergotamintartrat, Strophantin, Urotropin, Phenylendiamin, Anilin, Methy- 
lenblau, Prontosil, Flavianséiure, Dimedon, Octylalkohol, Benzaldehyd, 
Essigsiureester, Germanin, Cebion, Betaxin, Lactoflavin, Gluthation, 
Cystin, Weibei-Hemmungskérper, Semikarbazid und p-Nitrophenol. 

Die Ansatze der besprochenen Versuche wurden wie folgt fertiggestellt : 
Zu Serum wurden wechselnde Mengen der Zusatze gegeben. Nach 5 bis 
10 Minuten wurden die Ansatze mit Kallikrein versetzt (1 KE. 0,1] cem 
Losung auf | cem Serum). Nach 1, 3, 5 ust. Minuten Reaktionsdauer wurde 
die jeweilige Dk.-Ausbeute verglichen mit derjenigen, die in einem gleich- 
artigen Versuch ohne Zusatz in der gleichen Zeit erzielt wurde. Die Technik 
der Messung ist andernorts (1) genauer beschrieben. In allen Fallen wurde 
Kallikrein aus menschlichem Harn verwendet, doch laBt sich ebenso gut 
Kallikrein aus Serum, Pankreas oder Speicheldriisen anwenden. 

Aus den Versuchsergebnissen laBt sich keine einfache Beziehung des 
Inaktivators zu bekannten Fermenten ableiten. Eine gewisse Ahnlich- 
keit besitzt er lediglich mit den Peptidasen, da diese gleichfalls durch 


Cystein gehemmt werden. 


Il. Zur Kenntnis der Chemie und Pharmakologie der Substanz Dk. 

Vorstufe und inaktivierendes Ferment sind, wie die Dialyseversuche 
ergeben haben, hochmolekular. Ob diese Stoffe Proteinnatur haben, 
suchten wir dadurch zu ermitteln, daB wir auf sie Papain einwirken 
lieBen. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dafS§ wir z. B. menschliches 
Serum mit Papain versetzten und dann bei 37° aufbewahrten (1 bis 10 
Stunden). Zu je leem Serum wurden 2 bis 3 mg Papain zugesetzt. 
Danach war durch Kallikreinzusatz kein Dk. mehr freizulegen. 
AuBerdem war das Serum nicht mehr imstande, Dk. zu inaktivieren. 
Demnach wurden durch Papain sowohl Vorstufe als auch Inaktivator 
verdaut, die somit Proteinnatur haben miissen. Es ist wichtig zu be- 
tonen, da nach unseren Versuchen Dk. selbst, welches niedermolekular 
ist, durch Papain nicht angegriffen wird, Durch einstiindiges Kochen 
mit Salzsiure wird stark gereinigtes Dk. nicht zerstért, wohl aber durch 
Kochen mit Lauge. Oxydationsmittel wie Kaliumpermanganat, Na- 
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triumnitrit und Jod zerstéren die Substanz mehr oder weniger schnell. 
Die Tatsache, daB sie durch Ninhydrin und Diazobenzolsulfosaiure  in- 
aktiviert wird, weist darauf hin, dafi Dk. freie Amino- und phenolische 
Hydroxylgruppen besitzt, die fiir seine Wirksamkeit von entscheidender 
Bedeutung sind. Kataphoreseversuche ergaben im Bereich von 
pu 3,5 bis 9,0 eine Wanderung der Substanz Dk. nach der Kathode. 
Das Molekiil hat also eine einheitliche positive Ladung und _besitzt 
demnach basische Natur (2). 


Die Substanz Dk. zeigt in ihrem chemischen Verhalten eine gewisse 
Ahnlichkeit mit Kallikrein (4). Wir priiften aus diesem Grunde noch, 
ob diejenigen Agenzien, welche die pharmakologische Wirkung des 
Kallikreins am isolierten Darm aufheben, auch die Wirkung von Dk. 
beeinflussen. Am mit |-Suprarenin vorbehandelten Meerschweinchen- 
darm ist die Dk.-Wirkung im Gegensatz zu der des Kallikreins am 
Hundedarm (4) nur wenig gehemmt, beim d-Suprarenin dagegen stark. 
l-Suprarenin zerstért jedoch bei langerem Einwirken auf Dk. dieses 
vollstindig, wobei sich die Versuchslésungen durch Autoxydation des 
Adrenalins rascher rot fairben als reine Adrenalinlédsungen. Adrenalon 
wirkt wie ]-Suprarenin, Arterenol ist ohne Einflui. Svmpatol hat 
blockierende Wirkung fiir Dk., desgleichen Lobelin, waihrend Veritol 
den Darm zwar fiir Histamin und Acetylcholin zu blockieren vermag, 
nicht aber fiir Dk. 0,4 mg Veritol vermindern die darmaktive Wirkung 
von 0,3 y Histamin um 75% (in 20 cem Badfliissigkeit); 2 mg, also die 
fiinffache Menge, beeinflussen eine Dosis Dk., die in ihrer darmkontra- 
hierenden Wirkung 0,3 y Histamin entspricht, itiberhaupt nicht, hemmen 
dagegen schon deutlich 200 Acetylcholin in ihrer Darmwirkung, die 
allerdings erst durch 8 mg Veritol vollkommen aufgehoben wird. 
Insulin verbessert die Ansprechbarkeit des Darmes fiir Dk., wahrend 
es die fiir Histamin nicht beeinfluBt. 


Anmerkung bei der Korrektur. Nach Edlbacher, Jucker und Baur'.2 
wird der isolierte Meerschweinchendiinndarm durch Arginin fiir die 
Wirkung des Histamins blockiert. Diese Blockierung bezieht sich, wie 
wir gefunden haben, auch auf die Wirkung der Substanz Dk., wenn 
auch in deutlich geringerem Mae. Nach unseren Versuchen wird aucl 
der isolierte Meerschweinchenuterus fiir die Wirkung des Histamins 
und in etwas schwiacherem Mabe fiir die der Substanz Dk. durch Arginin 
blockiert. Interessanterweise bleibt aber die Wirkung des Oxytocins 
bei gleicher Argininkonzentration der Suspensionsfliissigkeit un- 
beeinfluBt. 


1 §. Edlbacher, P. Jucker, H. Baur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 
63, 1937. - 2 —). Ackermann u. W. Wasmuth, ehenda 259, 28, 1939. 
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Ill. Ergiinzende Versuche zur Kenntnis des Vorkommens von Dk., 
Vorstufe und Inaktivator in Organen. 

In wiasserigen Extrakten von Nebenniere, Schilddriise, Thymus, 
Pankreas, Hoden, Lymphdriisen fand sich die Substanz weder in 
aktiver noch in inaktiver Form, lediglich im menschlichen Ascites 
waren sowohl Vorstufe als auch Inaktivator vorhanden. Thymus- 
extrakt zeigte eine geringe blutdrucksteigernde Wirkung, die wohl auf 
die Collipsche Substanz (5) zuriickzufiihren ist. Der Lymphdriisern- 


extrakt enthielt in bedeutenden Mengen Histamin!. — Ferner war die 
Vorstufe nicht enthalten in der Galle und nicht in mit physiologischer 
Salzlésung ausgewaschenen roten Blutkérperchen. Auch gewisse 


Pflanzenextrakte, die wir untersuchten (PreBsafte von Salat, Karotten 
und Tomaten) enthielten die Vorstufe nicht. 

Wahrend bei Verwendung von Kallikrein aus menschlichem Harn 
Dk. aus den Seren von Rind, Hund, Katze, Kaninchen und Hammel 
gewonnen werden kann, gelingt dies, wie schon berichtet (1), nicht 
bei den Seren von Schwein und Pferd. Bei Zusatz von Kallikrein 
aus Schweineorganen und auch aus Schweineserum kann aber Dk. 
entwickelt werden. Das entsprechende gilt nun auch fiir Pferdeserum. 
Bei allen iibrigen untersuchten Tierseren ist die Herkunft des fiir die 
Dk.-Entwicklung verwendeten Kallikreins belanglos (vgl. auch (1), 
S. 229]. Der Inaktivator der Substanz ist im Pankreas enthalten (1), 
und zwar, wie wir inzwischen fanden, von Mensch, Rind, Hund, Schwein, 
Hammel und Katze. Extrakte von Rinder- und Schweinepankreas 
vermochten bei Zugabe von Dk. dessen Wirkung auBerordentlich rasch 
aufzuheben. Eine Ausnahme bildet auch hier das Pferdepankreas, das 
im Gegensatz zu allen andern untersuchten Bauchspeicheldriisen nur 
Spuren des Inaktivators enthalt. Das Vorkommen des Inaktivators ist 
aber nicht an das Vorkommen des Kallikreins gebunden, denn in 
Extrakten von Kopfspeicheldriisen des Hundes und Schweines, z. B. 
der Glandula submaxillaris, die ja auch groBe Mengen Kallikrein ent- 
halten, fanden sich keine nennenswerten Mengen des Inaktivators?. 


IV. Abgrenzung von Dk. gegen Stoffe iihnlicher Wirkung. 


1. Der Abgrenzung gegeniiber Histamin (1) ist noch folgendes 
hinzuzufiigen: Der von Barsowm und Gaddum (6) angegebene Immuni- 
sierungsversuch gilt nicht fiir Dk. 


1 Wir stellten z. B. 80 y Histamin pro 1 g Substanz fest. Die Identitit 
der wirksamen Substanz mit Histamin ergab sich aus ihrem Abbau durch 
Histaminase aus Darmschleimhaut (Torantil), aus der Bestaindigkeit beim 
Kochen mit konz. HCI und aus der Immunisierung des Meerschweinchen- 
diinndarms [Gaddum (6)]| fiir die Wirkung des Histamins. — * Nach Ver- 
suchen von H#. Werle u. A. Keppler. 
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Dieser Immunisierungsversuch beruht darauf, da nach der Zugabe 
einer gréBeren Menge Histamin zum isolierten Darm das Praparat nach dem 
Erschlaffen (ohne zu spiilen!) fiir weitere Histaminmengen nicht mehr an- 
sprechbar ist, wohl aber fiir andere darmkontrahierende Substanzen. 

Die Versuche hierzu wurden wie folgt ausgefiihrt: Nachdem die Emp- 
findlichkeit des Darmes fiir Histamin und Dk. festgestellt worden war, 
wurde eine groBe Dosis Histamin (30 y) zur Suspensionsfliissigkeit gegeben, 
worauf maximale Kontraktion des Darmes erfolgte. Dann lieBen wir den 
Darm ohne zu spiilen erschlaffen und gaben — immer noch zu derselben 
Suspensionsfliissigkeit — nacheinander die zuerst gegebenen kleinen Dosen 
Histamin und Dk. Dabei reagierte der Darm auf Histamin nicht mehr, 
auf Dk. genau so gut wie vorher. Umgekehrt wurde, nachdem wieder die 
Empfindlichkeit des Darmes fiir Histamin und Dk. festgestellt worden war, 
eine groBe Dosis Dk. zur Suspensionsfliissigkeit gegeben. Nach der nun 
folgenden maximalen Kontraktion lieBen wir den Darm erschlaffen und 
gaben dann die vorher festgelegten kleinen Dosen Dk. und Histamin. Dies- 
mal sprach der Darm sowohl auf Dk. als auch auf Histamin an. 

Ein weiteres pharmakologisches Unterscheidungsmerkmal zwischen 
Histamin und Dk. ist auch das verschiedene Verhalten der beiden 
gegeniiber Veritol. Dem Histamin gegeniiber zeigt Veritol 1 : 5000 eine 
stark blockierende Wirkung, wahrend die entsprechende Dosis Dk. 
(am Ausschlag des Hebels bei der Darmkontraktion gemessen) durch 
die zehnfache Menge Veritol noch unbeeinfluBt bleibt. 

2. Erythrocytensubstanz von Fleisch (7): Die Substanz von 
Fleisch ist mit Adenyltriphosphorsaure identisch. Sie ist sowohl chemisch 
als auch pharmakologisch von Dk. verschieden (1). 

3. Acetylcholin (8): Physostigmin ist ohne EinfluB auf die Inakti- 
vierung von Dk. durch Serum, die des Acetylcholins wird durch Physo- 
stigmin spezifisch gehemmt. Atropin hebt die Acetylcholinwirkung auf, 
die Dk.-Wirkung wird durch Atropin nicht beeinfluBt (1). 

4. Substanz von R.H. Major (9): Diese ist nicht durch Serum 
inaktivierbar, auBerdem hat sie keine Wirkung auf den isolierten 
Kaninchendarm und Meerschweinchenuterus. Durch 5 Minuten langes 
Kochen mit Alkali wird sie im Gegensatz zu Dk. nicht angegriffen. 

5. Depressan Wollheim (10): Diese Substanz ist mit Aceton und 
Alkohol fallbar, Dk. nicht. Depressan ist gegen Kochen mit n HCl und 
n NaOH weit empfindlicher als Dk. Es hat auBerdem keine Wirkung 
auf den isolierten Kaninchendarm und Meerschweinchenuterus. Bei 
intraarterieller und intravenéser Injektion von Depressan ist der Effekt 
derselbe, bei Dk. nicht. 

6. Kallikrein: Den friiher (1) angegebenen Unterschieden ist noch 
hinzuzufiigen: Kallikrein wird durch Benzaldehyd inaktiviert, Dk. 
dagegen nicht. Die darmerregende Wirkung des Kallikreins wird 
durch Cystein nicht beeinfluBt. Die Inaktivierung von Dk. durch 
Serum wird durch Cystein gehemmt, die des Kallikreins nicht. 
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Berichtigung 


zu dem Aufsatz Werner W. Siebert und Heinz Seffert, Die Blutstrahlung 
und die Ausléschung mitogenetischer Strahlen bei Krankheiten, Bd. 301, 
me. sek. 


Aus drucktechnischen Griinden war es nicht méglich, den Text 
unter die zugehérigen Tabellen zu setzen. Um Mibverstandnissen 
vorzubeugen, wird darauf hingewiesen, da} sich folgende Textstellen 
auf die Tabellen beziehen : 


Auf Tabelle I der 1. Absatz der ’S. 307, 
auf Tabelle II der 2. Absatz der 8S. 307 (bis 303), 
auf Tabelle III der 2. Absatz der S. 308, 
auf Tabelle IV der 3. Absatz der 8. 308 (bis 309), 


s 
Absatz der 8S. 309, 
Absatz der 8S. 309, 
Absatz der 8S. 309. 


auf Tabelle V_ der 
auf Tabelle VI der ¢ 
aut TabelleVIL der 
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